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mecanismos  de  control  de  la  ovulación  demostrando  que  la  estimulación  eléctrica  del 
hipotálamo en  la  coneja  inducía ovulación.   Una década más  tarde, el grupo de Knobil 
descubrió de  forma casual que  la secreción de  la hormona  luteinizante  (LH) en  la mona 
Rhesus ovariectomizada era pulsátil, que es a su vez  la  forma común de secreción para 
todas las especies, incluida la humana.  
Con  estos  estudios  se  empezaba  a  conocer  con  más  profundidad  el  control 
neuroendocrino del ciclo reproductor. Por otra parte, desde la descripción de la teoría de 
las dos  células‐dos  gonadotropinas,  se  supo que  ambas  gonadotropinas hipofisarias,  la 
hormona foliculoestimulante (FSH) y  la LH, funcionaban como un equipo perfectamente 
sincronizado  con un único objetivo: el desarrollo  folicular  y  la maduración del ovocito. 
Esta teoría establecía que cada una de ellas poseía una función específica que era ejercida 
durante todo el ciclo menstrual. No obstante, hoy sabemos que  las funciones de ambas 





Los  ovarios  son  la  principal  fuente  de  estrógenos  en  las  mujeres  pero  también  se 
sintetizan en otros tejidos (adiposo, hueso, cerebro…). La importancia de esta producción 
extragonadal radica en que se convierten en la principal fuente de estrógenos durante la 
menopausia.  La  cantidad  total  de  estrógenos  extraováricos  es  pequeña  y  solamente 
actúan  a  nivel  local  por medio  de mecanismos  paracrinos  y  autocrinos.  Sin  embargo, 
alcanzan  concentraciones  tisulares  elevadas,  por  lo  que    desempeñan  una  importante 
acción biológica. Los varones necesitan estrógenos para mantener  la fertilidad. No obstante,  las  líneas de 
investigación  actuales  han  ido  descubriendo  nuevas  e  inesperadas  funciones  de  los 
estrógenos  dentro  de  la  fisiología  masculina.  Parece  cada  vez  más  claro  que  son 





hipofisaria se ve afectada por  la actuación de  los esteroides gonadales,  la posibilidad de 
que la glándula produzca aromatasa y que ésta desarrolle su actuación a nivel local podría 
ser  especialmente  relevante,  especialmente  en  aquellos  aspectos  relacionados  con  la 
reproducción. 
Para  profundizar  en  el  papel  que  podría  tener  la  aromatasa  en  la modulación  de  la 
función  hipofisaria,  en  el  presente  trabajo  se  ha  empleado  el  modelo  experimental 




también  podría  resultar  interesante  constatar  que  los  resultados  de  nuestro  estudio 
muestran cierto paralelismo con  lo observado en mujeres con cáncer de mama tratadas 
con antagonistas de aromatasa. 
Esta  Tesis  es  el  fruto  de  la  ilusión  personal  por  culminar  un  trabajo  de  investigación 
novedoso en el campo de la Endocrinología Ginecológica y la Reproducción. Las sendas de 
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La  reproducción y su  regulación se complica  filogénicamente a  lo  largo de  la evolución, 
adquiriendo diferencias notables de unas especies a otras. Así su regulación es diferente 
incluso en  los mamíferos,  lo que dificulta de  forma notable su estudio y poder alcanzar 
conclusiones válidas para la especie humana desde la experimentación animal. 





Aunque  influido  por  agentes  externos  o  circunstancias  particulares  de  dieta,  estrés  o 
enfermedades, el sistema endocrino es el encargado de la regulación de la reproducción. 
Todo el sistema endocrino está  implicado en mayor o menor grado en  la reproducción, 



























En  cuanto  a  la  relación  con  estructuras  vecinas, 
en  la  parte  anterior  se  encuentra  el  quiasma 
óptico,  y  en  las  caras  laterales  está  el  seno 
cavernoso,  a  través  del  cual  pasas  los  pares 
craneales III, IV, primera rama del V (existiendo la 
variación  anatómica  del  paso  de  la  segunda 
rama), el VI y la arteria carótida interna.  
La  hipófisis  se  divide  en  dos  partes  bien 
diferenciadas: el lóbulo neural y la adenohipófisis. 
El  lóbulo  neural  es  sistema  nervioso  central  y 
constituye  la porción más ventral del hipotálamo 
y,  dentro  de  él,  de  la  neurohipófisis.  La 
adenohipófisis es glandular y deriva de la porción 
ventral de  la  vesícula hipofisaria  formada por el 
hundimiento  intraembrionario  de  la  bolsa  de 




En  otras  especies  animales,  como  los  roedores, 
también  se  distingue  la  pars  intermedia, 
considerado como una estructura  independiente 
derivada  de  la  porción  dorsal  de  la  vesícula 
hipofisaria. Quedando un espacio entre la pars distalis y la pars intermedia que se conoce 
como caverna hipofisaria, esta caverna en la especie humana es rudimentaria o no existe, 
no  pudiéndose  diferenciar  morfológicamente  la  pars  intermedia  del  resto  de  la 
adenohipófisis. 
La adeno y la neurohipófisis tienen orígenes embriológicos distintos. Del neuroectodermo 
diencefálico  se  origina  la  neurohipófisis,  mientras  que  la  adenohipófisis  y  el  lóbulo 
Figura In1. Imagen tomada de Human 
Visible de un corte axial de la cabeza en 
la que se aprecia la hipófisis (flecha) 
alojada en la silla turca. En ella se 
diferencia el lóbulo neural (LN) y la 
adenohipófisis (A). A ambos lados se 
observa bien el seno cavernoso (sc) y la 


















pars distalis. La pars  intermedia, es un  resto adelgazado de  la pared dorsal de  la bolsa, 
que cuando existe sufre un proceso de proliferación y diferenciación menos complejo que 









de  estudio  en  nuestro  trabajo,  es  importante  saber  que  el  proceso  de  diferenciación 
celular  que  acontece  es  muy  complejo  y  en  su  regulación  intervienen  factores  de 
transcripción, hormonas y factores de crecimiento. 
En cuanto a la vascularización, es importante destacar el papel fundamental que juega en 
la  regulación  hipotalámica  de  la  función  hipofisaria  (Clarke  y  col.,1993).  El  aporte 




1992).  La  vascularización  de  la  neurohipófisis  corre  a  cargo  de  las  arterias  hipofisarias 
inferiores.  
La  regulación  de  la  función  hipofisaria  es  llevada  a  cabo  por  el  hipotálamo.   Distintos 
estímulos  van  a  actuar  sobre  el  córtex  cerebral,  que  enviará  dichos  estímulos  al 
hipotálamo,  y  éste  a  su  vez  enviará  señales  de  estimulación  o  de  inhibición  sobre  la 
hipófisis.  La  hipófisis  se  encarga  de  controlar  la  secreción  hormonal  en  las  glándulas 
periféricas. El  feedback  se establece mediante  señales desde  las glándulas periféricas a 
todos los niveles, pero sobre todo a nivel hipotálamo‐hipofisario. Por último hay una serie 






compone  de  axones  que  van  desde  el  núcleo  supraóptico  y  paraventricular  hasta  la 
hipófisis posterior, y de axones que vienen desde las neuronas hipofisotropas y van hasta 
la  zona externa de  la eminencia media.  La  zona externa por  tanto,  se  compone de  los 
axones  de  las  neuronas  hipofisotropas  y  de  los  que  provienen  de  los  núcleos 
periventricular, paraventricular y arcuato.  
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Histología de la Adenohipófisis. 
La  adenohipófisis  es  la  parte  de  la  hipófisis  que  se  comporta  como  una  glándula 
endocrina. Está formada por un conjunto de células con diferentes fenotipos que sufren 
procesos  de  diferenciación  diferentes  lo  que  les  da  funciones  secretoras  distintas.  El 
porcentaje de  células que  liberan una u otra hormona es diferente entre ellas, y entre 
especies; además hay controversias de unos autores a otros. 
Presentamos a  continuación alguna de  las aproximaciones porcentuales descritas en  la 
bibliografía.  El  50%  de  las  células  son  somatotropas,  y  secretan  GH  u  hormona  del 




de  la  ACTH  (hormona  adrenocorticotropa),  MSH  (melatonina),  LPH  (lipotrópicas)  y 
endorfinas, que van a ocupar  la zona central de  la adenohipófisis. El 10% de  las células 
van  a  ser  gonadotropas,  que  secretan  la  hormona  luteinizante  (LH)  y  la 
foliculoestimulante  (FSH), que ocupan  la pars distalis y  la pars  tuberalis  (Morgan y col., 
1996). Por último el 5% restante son células tirotropas, que secretan TSH  (tirotropina u 
hormona estimulante del tiroides) y que ocupa la parte más anterior. 
Además,  en  la  adenohipófisis  encontramos  células  no  endocrinas,  como  las  células 





La  adenohipófisis  está  constituida  por  un  gran  número  de  elementos  celulares, 
predominantemente  de  estirpe  epitelial,  que  se  caracterizan  por  tener,  la mayoría  de 
ellos,  capacidad  para  la  producción  de  hormonas.  Se  suelen  disponer  a  modo  de 





Para  el  estudio  de  la  estructura  citológica  de  la 




que nos per mite distinguir  tres  tipos  celulares:  células 
acidófilas,  entre  las  que  se  encontrarían  las  células 














Por  último,  usando  técnicas  de  inmunohistoquímica  se  pudo  clasificar  las  células  en 
función de su secreción hormonal (Nakane, 1970). Esta clasificación, que es la utilizada en 
la  actualidad,  permite  clasificar  las  células  adenohipofisarias  en  somatotropas, 







la  adenohipófisis,  constituyendo  entre  el  20  y  el  65%  del 
total. Se localizan sobre todo en las alas laterales del lóbulo 
anterior  de  la  adenohipófisis,  distribuidas  de  manera 
homogénea. Este tipo celular fue caracterizado por primera 
vez  por Benda  en  1900  cuando  estableció  una  correlación 
entre la acromegalia y el adenoma eosinófilo.  
Vistas por microscopía óptica son células de tamaño medio, 
esféricas  u  ovales  y  con  un  núcleo  también  esférico, 
generalmente  de  localización  excéntrica.  Si  se  emplean 
técnicas  de  inmunohistoquímica  se  puede  observar  una 
reacción  intensa y homogénea a GH en todo el citoplasma. 
Pueden observarse células más pequeñas con  la reacción a 
GH distribuida de  forma  globular en  las  zonas próximas  al 
complejo de Golgi. 
Utilizando  microscopía  electrónica  se  ven  como  células 
esféricas con un núcleo también esférico y un nucleolo bien 




mente  se  localiza  en  las  proximidades  del  núcleo, 
presentando  cisternas,  a  veces  dilatadas,  que  pueden 
contener  gránulos  pequeños  en  proceso  de  formación. 
Suele haber mitocondrias con matriz clara y 1 ó 2  lisosomas que contienen un material 
  24
heterogéneo.  Los  centriolos  se  localizan  cerca  de  la  superficie  de  la  célula  o  cerca  del 









retículo  endoplásmico  rugoso  y  el  aparato  de  Golgi  y  tienen  una  gran  cantidad  de 
gránulos. Son  las más  frecuentes y  se encuentran  sobre  todo en  la periferia de  la pars 
distalis.  
Células de prolactina. 
También  llamadas  células  lactotropas o mamotropas, estas  células  fueron  identificadas 
por microscopía electrónica por Hedinger y Farquhar (1957). Su proporción dentro de  la 
Hipófisis varía dependiendo del sexo, predominando en  las hembras  (Costoff, 1973; Au‐
muller  y  col.,  1978;  Wilson  y  Christensen,  1980,  Sasaki  y  Sano,  1980  y  1982).  Este 
porcentaje  depende  también  del  estado  reproductivo  de  la  hembra  (no  gestante, 
gestante o en lactancia).  
También puede  variar  con determinados  tratamientos,  como  los estrógenos.  Los datos 
varían  según  los  autores  y  la  técnica  empleada.  Usando  microscopía  electrónica,  el 
porcentaje de células de Prolactina en los machos oscila entre el 2.2% y el 15%, mientras 
que  en  las  hembras  está  entre  el  15%  y  el  40%  (Costoff,  1973;  Surks  y  Defesi,  1977; 
Takahashi y Kawashima, 1982; Asa y col., 1982). 
Usando técnicas de  inmunohistoquímica estos porcentajes varían. Así Dada y col  (1984) 
cifran  en  el  50%  para  el macho  y  el  52%  para  la  hembra  los  porcentajes  de  células 
mamotropas en  la rata, con densidades de volumen del 20.5 para el macho y del 28.09 
para  la  hembra.  En  nuestro  laboratorio  hemos  valorado  la  densidad  numérica  de  las 
células Prolactina en el 4.26 células / 1000 J,lm2 para el macho y 6.40 células / 1000 J,lm2 
para la hembra (Carretero y col., 1988). 
Estas  células  se  distribuyen  por  toda  la  pars  distalis,  pero  son más  abundantes  en  las 
partes  posteromediales,  posterolaterales  y  cerca  de  la  pars  intermedia.  En  la  rata, 
aparecen  fundamentalmente  en  la  porción  central  de  la  Hipófisis,  asociadas  a  las 
corticotropas (Costoff, 1973). 
Otros autores, como Nakane (1970), las había localizado en la porción anteroventral de la 
glándula  y  en  áreas  cercanas  al  lóbulo  intermedio,  rodeando  con  frecuencia  a  células 
gonadotropas. Suelen encontrarse distribuidas por todo el lóbulo distal (Gracia‐Navarro y 







diferenciar  2  poblaciones  de  células 
productoras  de  Prolactina:  Las  menos  fre‐
cuentes  son  unas  células  poliédricas,  con  una 
gran  cantidad  de  gránulos  en  su  interior, 
ocupando casi  todo el abundante citoplasma y 
distribuidas  por  casi  toda  la  glándula,  sobre 
todo  cerca  de  los  capilares.  El  otro  tipo  son 
células  con  pocos  gránulos  de  secreción, 
dispuestos  sobre  todo  a  nivel  yuxtanuclear  y 
alrededor  del  aparato  de  Golgi.  Son  las  más  abundantes,  están  localizadas  en  las 
porciones  posterolaterales  y  se  cree  que  son  células  activas  que  liberan  la  hormona, 
mientras que a  las otras  se  las  considera como  células de almacenamiento,  con  lo que 
más que 2 tipos celulares distintos se podrían considerar como 2 situaciones de actividad 
diferentes.  Las  células  de  almacenamiento  son más  abundantes  en  el  infancia  y  ado‐
lescencia, mientras que las células activas lo son en la edad adulta. 
A microscopía electrónica, este  tipo  celular  se 
caracteriza  por  poseer  un  núcleo  oval  o 
redondeado,  rico  en  cromatina,  situado 
centralmente  y,  en  muchas  ocasiones,  con 
nucleolo evidente (Aumuller y col., 1978). 
El  citoplasma  contiene  gránulos  de  secreción 
de  una  densidad  homogénea  y  de un  tamaño 
de  unos  600‐800  nm  (los más  grandes  de  las 
células  hipofisarias  en  la  mayoría  de  las 





la  actividad  celular.  Los  llamados  granos  inmaduros  (100‐200  nm)  están  situados, 
fundamentalmente,  en  el  área  golgiana,  son  redondeados,  ovales,  polimórficos  o 




El aparato de Golgi  se  localiza en  los alrededores del núcleo y  su  tamaño y morfología 
varía dependiendo del sexo y del estado de secreción; en general está formado por varios 
dictiosomas (de 3 a 6) que contornean una zona central con vesículas y granos de secre‐
ción  recién  formados.  En  las  ratas macho  está  poco  desarrollado  y  es  relativamente 
pequeño (Herbert y col 1977). 
El  retículo  endoplásmico  rugoso  aparece  bien  desarrollado  (Nakane,  1970  y  1975; 
Moriarty, 1973). En ratas machos normales se dispone en cisternas paralelas y aplanadas, 
apiladas en un polo de  la  célula  (Saunders  y  col., 1983)  y,  en  las hembras,  lo hace de 





los  granos  de  secreción  (Aumuller  y  col.,  1978).  Contienen  un  gran  número  de 













de  tamaño  medio‐pequeño,  basófilas,  PAS 
positivas y con una proporción núcleo‐citoplasma 
muy alta. Son muy angulares con  largos procesos 
citoplásmicos  de  gran  tamaño  que  se  sitúan 
abrazando  las  células  vecinas  y  los  sinusoides 
próximos  (Watanabe  y  Daikoku,  1979).  Con 
técnicas  inmunohistoquímicas  se  puede  observar 
que  su  citoplasma  tiene  una  intensa  reacción 
granular  para  ACTH  (Nakane,  1970).  Son  muy 
característicos  los  conocidos  por  “cuerpos 




las  hembras  y  de  forma  oval  o  irregular  (Girod, 
1984). El núcleo  suele estar  situado en una posi‐
ción  excéntrica  y  su  forma  es  oval,  esférica  o  a 
veces  irregular. El núcleolo es  también esférico y 
suele  estar  pegado  a  la  membrana  nuclear 
(Horvath y Kovacs, 1988).  
El  citoplasma  contiene  abundantes  gránulos  de  secreción  irregulares  y  pleomórficos. 
Pueden medir desde 150 a 700 nm, pero la mayoría está cerca de los 200 nm. 
El  complejo  de  Golgi  puede  estar  bastante  desarrollado  dependiendo  del  estado  de 
secreción.  El  retículo  endoplásmico  rugoso  está  poco  desarrollado  en  condiciones 
normales, pero en células estimuladas se hipertrofia y se dispone en láminas paralelas. El 
retículo  endoplásmico  liso  es  más  abundante  que  en  el  resto  de  las  células 
anterohipofisarias.  Las  mitocondrias  son  abundantes  y  generalmente  dispuestas 
irregularmente  alrededor  del  aparato  de  Golgi  y  del  núcleo.  posee  filamentos 
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intermedios,  sobre  todo microtúbulos y  los  llamados  cuerpos enigmáticos que  son una 





células de almacenamiento. El  tipo 2  son  células  con gránulos de mayor diámetro y  se 
cree que son células liberadoras. 
Células gonadotropas. 
Las  células  gonadotropas  o  secretoras  de  gonadotropinas  son  la  extirpe  celular  más 
abundante  en  la  adenohipófisis  después  de  las  células  somatotropas  y  lactotropas, 
constituyendo  cerca  del  20%  de  la  celularidad  de  la  glándula  y  en  las  ratas  varía  su 
número con el sexo, la edad y el estado hormonal (Horvath y Kovacs, 1988). Además, su 
tamaño  es más  grande  cuanto mayor  es  el  nivel  de  LH  circulante,  es  decir,  en  el  pico 
preovulatorio de LH, y disminuyen de  tamaño después de éste. Se pueden observar de 
una  forma  difusa  por  toda  la  pars  distalis,  y  sobre  todo  en  la  pars  tuberalis  donde 
componen el tipo celular más abundante (Asa y col., 1983).  
En  la rata parece existir una zona rica en células gonadotropas  llamada zona sexual, que 
parece estar situada en  la  región cráneo‐ventral de  la pars distalis  (Purves y Griesbach, 
1951), aunque otros autores observan mayor densidad en  la región craneodorsal (Yoshi‐
mura y col., 1981). 





Son  células basófilas  y PAS positivas. Por  técnicas de 
inmunohistoquímica  se  puede  observar  una  reacción 
en  el  citoplasma para  LH  y  FSH,  lo que nos  indicaría 
que son producidas por la misma célula. Sin embargo, 
no  todas  las  células  producen  ambas  hormonas  al 
mismo tiempo, sino que esta producción depende de 
las necesidades del organismo. 




pars  intermedia,  en  la  llamada  zona  sexual  o  zona  gonadotropa.  También  son  más 
abundantes en la zona central de los lóbulos laterales. 
Tienen un  cuerpo  alargado u oval  con un núcleo esférico de  localización excéntrica.  El 
retículo endoplásmico rugoso es abundante, dilatado y contiene una sustancia electrón‐
transparente. A diferencia de otras células como  las somatotropas,  las  lactotropas o  las 




Los  gránulos  de  secreción  se  distribuyen 
irregularmente por el  citoplasma  y  son  redondeados. 
Se  pueden  distinguir  dos  tipos,  uno  pequeño  (entre 
100  y  200  nm)  y  electrón‐denso  y  otro más  grande 
(aproximadamente  500  nm)  y menos  electrón‐denso, 
aunque  estas  características  pueden  variar 
dependiendo  del  método  de  fijación  empleado.  La 
distribución de estos 2  tipos de  gránulos muestra un 
marcado  dimorfismo  sexual  ya  que  en  los  varones 
predominan  los  gránulos pequeños, mientras que  los 
grandes  lo  son  en  las  hembras.  Por  inmunomarcaje 
para microscopía electrónica se pueden observar tanto 
LH  como  FSH  dentro  de  la misma  célula  y,  a  veces, 
dentro del mismo gránulo. 





Son  poco  abundantes,  constituyendo 
aproximadamente el 2‐3% de  toda  la población ade‐
nohipofisaria,  situándose  fundamentalmente  en  el 
área anteromedial. 
Por  microscopía  óptica  se  pueden  observar  unas 
células  de  tamaño medio‐pequeño,  basófilas  y  PAS 
positivas  y  que  con  técnicas  inmunohistoquímicas 
expresan  una  reacción  granular  positiva  para  TSH. 
Tienen una forma angulosa con largas prolongaciones 
citoplásmicas.  
Observadas  con  microscopía  electrónica  suelen  ser 
pequeñas,  con  una  forma  poligonal,  un  núcleo 
esférico  que  puede  estar  localizado  central  o 
excéntricamente  (El Etreby y Fath El Bab, 1978) y en 
el que suele ser visible un nucleolo. El citoplasma sue‐
le  ser  electrón‐transparente,  pudiendo  existir  algún 
grado  de  vacuolización.  La  matriz  citoplásmica 
contiene  numerosos  ribosomas  libres  y, 
ocasionalmente,  centriolos,  vesículas  cubiertas  y 
microtúbulos  aislados.  Dentro  del  citoplasma  están 
los gránulos de secreción que generalmente tienen una forma esférica y son escasos en 










Dentro de  la adenohipófisis existe un  tipo celular que no expresa  inmunorreactividad a 
ninguna  hormona.  Son  las  llamadas  células  folículo‐estrelladas  aunque  durante mucho 
tiempo  se  las  consideró  como  2  tipos  celulares  distintos  (Rinehart  y  Farquhar,  1953; 
Kagayama,  1965;  Farquhar,  1971;  Vila‐Porcile,  1972,  1973).  Estas  son  unas  células 
agranulares que expresan de una manera especifica  la proteína S‐100  (Shirasawa y col., 





que  estas  células  son  heterogéneas  en  relación  con  su  aspecto  ultraestructural  y  la 
expresión de los marcadores CD. Giometto y col. (1997) estudiaron los marcadores de la 
línea monocito‐macrófago  y  vieron  que  no  se  expresaban,  lo  que  da  un  poco más  de 
consistencia al posible origen neuroectodérmico de las células folículo‐estrelladas. 
Como  su  propio  nombre  indica,  estas  células  tienen  una  forma  estrellada  y  una 
organización  folicular. Engloban a cavidades bien definidas en el centro de  los cordones 
de la adenohipófisis. Esto ha ce que se distingan, dentro de cada célula, dos polos: Por un 
lado  el  polo  luminal,  donde  se  pueden  ver microvilli  e  incluso  algún  cilio.  Las  paredes 
laterales de este polo están fuertemente unidas para se llar esta cavidad. El polo apical es 
donde se originan las prolongaciones que se encuentran abrazando a las distintas células 
granula res adenohipofisarias,  llegando hasta  las  láminas basales que separan  las células 




no  tienen organelas, el aparato de Golgi es pequeño  y  localizado en el polo apical;  las 
mitocondrias  son  pequeñas,  los  lisosomas  escasos.  Sin  embargo  están  llenas  de 
filamentos, con microfibrillas y microtúbulos sobre todo en el polo apical. 
No se sabe cual es  la  función de esta estirpe celular. Muchos autores han pensado que 
tienen  un  papel  de  sostén  debido  a  su  estructura  tridimensional,  sus  uniones 
intercelulares  y  su  abundante  citoesqueleto  (Schechter,  1969;  Svalander,  1974);  este 
papel podría  ser  similar  al que otras  células  S‐100 positivas  tienen, por ejemplo, en  la 
médula adrenal o el cuerpo carotídeo. 






Es aceptado el papel que  las células folículo estrelladas  juegan en  la fagocitosis tanto  in 
vivo como in vitro (Schultz y col., 1979; Svalander, 1974; Yamashita, 1969; Rawdon 1978; 
Yamashita, 1972). 
También  se  ha  visto  que  tienen  capacidad  endocítica  (Perryman,  1980;  Leatherland  y 
Percy  1976;  Perryman,  1975),  así  como  que  están  implicadas  en  el  intercambio  y 
transporte de sustancias producidas en la Hipófisis (Abraham y col., 1976).  
El  papel  al  que  en  la  actualidad  se  da  más 
importancia  es  el  que  juega  en  la  regulación 
paracrina  (Baes  y  col.,  1987).  Se  ha  observado 
que  producen  interleucina  6,  que  es  una 
citoquina  que  participa  a  nivel  local  en  la 
regulación hormonal  (Vankelecom y col., 1989). 
También se han visto implicadas como fuente de 
producción,  a  nivel  hipofisario,  del  factor  de 
crecimiento  de  fibroblastos  y  del  factor  de 
crecimiento  endotelial  vascular  (Ferrara  y  col., 
1987). 
Además de las células folículo‐estrelladas, existe 
otro  tipo  de  células  agranulares,  situadas  en  el  epitelio  marginal,  llamadas  células 




producen  distintos  neuropéptidos  que más  tarde,  vía  sistema  porta  hipofisario,  van  a 
actuar sobre la adenohipófisis además de en muchos otros lugares (Peillon y col., 
1991).  Pero  en  los  últimos  años  se  ha  visto  que  algunos  de  estos  neuropéptidos  se 
expresan  en  las  células  adenohipofisarias,  no  solo  in  vivo  en  Hipófisis  normales  y 
tumorales, sino también in vitro , lo que implica que, aparte de la síntesis hipotalámica, se 
sintetizan  también  en  la  adenohipófisis  (Peillon  y  col.,  1989;  Joubert  y  col.,  1989;  Le 
Dafniet y col., 1989 y 1990). Se cree además que estos neuropéptidos ejercen una acción 
auto  o  paracrina  en  la  regulación  de  la  secreción  de  las  hormonas  adenohipofisarias 
(Peillon y col., 1990). 
Es bien conocido que los péptidos opioides, del tipo de 
las  ‐endorfinas,  se  sintetizan  en  las  células 
corticotropas hipofisarias, tanto en el hombre como en 
la  rata. Sin embargo, no ha sido hasta hace bien poco 
cuando se ha  reconocido a  la Hipófisis como  lugar, no 




y Mutt en 1970 en el  intestino delgado de  cerdo. Poco después, esta  sustancia  se en‐
contró en el sistema nervioso, tanto central como periférico (Larsson y col., 1976; Said y 







adenohipofisaria  de  células  VIPérgicas  que  se  sumaría  a  las  otras  subpoblaciones  ya 
conocidas. Actualmente esto está descartado, ya que se ha detectado coexistencia de VIP 





VIPérgicas están  sometidas a un  control hipotalámico  (Carretero y  col., 1992) y que, al 
menos en parte, ese control es ejercido por  la dopamina  (Carretero y col., 1994, 1996). 
También está implicado el estradiol (Carretero y col., 1995b, 1997). 
Entre  los  neuropéptidos  están  también  los  factores/hormonas  hipotalámicos 
moduladores  de  las  hormonas  hipofisarias.  Así,  la  CRH  ha  sido  detectada  en 




adenohipofisarios  de  ratas  (May  y  col.,  1987),  así  como  en  adenohipófisis  normales  y 
tumorales  (Le Dafniet y col., 1987, 1989) Y  se  sabe que  tiene una expresión diferencial 
dependiendo  del  sexo,  ya  que  se  ex  presa 
más en hembras que en machos (Bruhn y col., 
1995). 
Carretero  y  col.  (1991)  observaron  que  la 
GHRH se expresaba inmunocitoquímicamente 
en  la  adenohipófisis  de  ratas  normales.  El 
hecho  de  que  ratas  tratadas  con  colchicina 
(que  se  sabe  que  impide  el  transporte 
axónico  de  sustancias),  como  los  estudios 
realizados  in  vitro  ,  indican que el origen de 
este neuropéptido está en  la adenohipófisis. 
En  ratas  se  ha  detectado  su  mRNA  en  la 
adenohipófisis.  En  humanos  también  se  ha 
visto  este  neuropéptido  tanto  en  Hipófisis 
normales, in vivo (Benlot y col., 1991) como in 
vitro  (Joubert  y  col., 1989; Kawamoto  y  col., 
1995a),  así  como  en  adenomas  hipofisarios, 
principalmente  somatotropos  (Levy  y  Light‐
man, 1992; Wakabayashi y col., 1992). 





producen  distintas  cualquiera  de  las  células  productoras  de  hormonas,  aunque  otros 
autores  (Morel  y  col.,  1983 Mesguichi  y  col.,  1988)  observaron  que  sólo  expresan  la 
somatostatina las células somatotropas, tirotropas y lactotropas. 
Aparte  de  los  factores  hipotalámicos  antes  descritos,  hay  un  gran  número  de 
neuropéptidos que se sintetizan también en  la adenohipófisis. Así se ha encontrado que 
en  la adenohipófisis se pueden expresar  la vasopresina,  tanto de  ratas como de cerdos 
(Chateau y col., 1979), la sustancia P (De Palatis y col., 1982; Aronin y col., 1984), el CGRP 
(calcitonin‐gene related peptide) en las células gonadotropas de rata (Gon y col., 1990), la 
angiotensina  II, probablemente  sintetizada en células gonadotropas  (Deschepper y col., 
1985),  así  como  el  angiotensinógeno  (Semia  y  col.,  1992);  o  la  bombesina  (péptido 
procedente de anfibios) o su equivalente en mamíferos, el GRP (gastrin‐releasing peptide) 
que ha sido detectada en células tirotropas de rata y en células gonadotropas humanas 
(Solcia  y  col.,  1987;  Steel  y  col.,  1992),  siendo  células  pequeñas,  redondeadas  y  con 
gránulos pequeños con un halo alrededor (Capela y col., 1978; Timson y col., 1979).  
A nivel adenohipofisario, los capilares están formados por un endotelio fenestrado con un 
espacio  subendotelial  de  escaso  grosor,  con  el  fin  de  permitir  a  las  hormonas 
adenohipofisarias un fácil acceso a los capilares, y por lo tanto, a la circulación sanguínea 
general  y  a  los  órganos  diana  (Asa  y  col.,  1995).  Histológicamente,  estos  capilares 
fenestrados  se  caracterizan 
por  la  existencia  de  células 
endoteliales  con  poros  de 
diámetro variable (500‐100 A). 
Las  células  endoteliales,  en 
general,  son  células  muy 
aplanadas,  en  las  que  hace 
relieve  el  núcleo,  con  pocos 
orgánulos  celulares  y  suelen 
estar  asentadas  sobre  una 
membrana  basal  de  600A  de 
espesor (Carrascal, 1983). 
Estás  células  son  capaces  de 
producir  factores  paracrinos 
como  la  interleucina  1 
(Carretero  y  col.,  EJA)  o 















el  hipotálamo,  a  través  de  la  TRH  (Kim  y  col.,  1995).  La  TRH  (hormona  liberadora  de 





lugar  a  inositol‐trifosfato  junto  a  diacilglicerol,  lo  cual  aumentará  el  calcio  intracelular 




T3, va a  inhibir  la  síntesis y  secreción de TRH, e  inhibe  también  la  transcripción de  los 
genes que codifican para la síntesis de TRH. 
Otros  factores  que  influyen  en  la  regulación  de  la  TRH,  y  por  tanto  de  la  TSH,  son  la 
somatostatina y la dopamina. La somatostatina se ha comprobado in vitro que inhibe a la 
TRH (Odell y col., 1967). La dopamina va a inhibir la estimulación de TSH por parte de la 





es  otro  factor  que  interviene.  El  núcleo  arcuato  es  el  responsable  de  la  liberación  de 
leptina, regulador de la sensación de hambre. La leptina regula la expresión de TRH tanto 
de  forma  directa  como  indirecta  a  través  de  POMC  (proopiomelanocortina)  y  otros 
factores.  También  el  TNF,  la  interleukina  6  y  otros  péptidos  auto  y  paracrinos,  van  a 
disminuir de forma directa la secreción de TSH. 
La  TSH,  una  vez  liberada,  va  a  unirse  a  receptores  específicos  a  nivel  de  la  glándula 
tiroides, estimulando la producción de T3 y T4. 




TSH  se  lleva  a  cabo  mediante  procesos  de  transcripción,  translación,  glicosilación, 
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Critchlow,  1983).  En  estados  hipotiroideos  la  producción  de  TSH  aumenta  unas  10‐15 
veces, y el aclaramiento disminuye ligeramente. En cambio, en estados hipertiroideos, se 
suprime la producción de TSH y aumenta notablemente el aclaramiento.  
A  las  8‐10  semanas  de  gestación  es  posible  ya  detectar  la  TRH,  y  la  TSH  entorno  a  la 
semana 12. Los niveles de TSH son bajos hasta la semana 18, a partir de la cual aumentan 





La  TSH  se  une  a  sus  receptor  plasmático  en  la  célula  tiroidea,  lo  que  activará  a  la 
adenilatociclasa, que activa a  las distintas proteínas, y que dará  lugar a  la producción de 




Las  alteraciones  en  la  producción  de  TSH  pueden  ser  por  defecto  o  por  exceso.  Por 
defecto  pueden  deberse  a  neoplasias,  enfermedades  infiltrativas  como  por  ejemplo 
sarcoidosis,  traumáticas  o  iatrogénicas,  como  radiación  infecciones,  enfermedades 
vasculares o defectos congénitos. El exceso es casi siempre de carácter adquirido, aunque 





La  ACTH  es  una  hormona  polipeptídica  que  se  secreta  en  la  adenohipófisis,  y  que  se 
compone de un total de 39 aminoácidos. Es secretada por  las células corticotropas de  la 
pituitaria anterior, que se caracterizan por ser basófilas. Esta basofilia se debe a su alto 
contenido  en  azúcares  complejos,  como  la  α‐L‐fructosa,  la  N‐glyosil‐proteína,  o  la  β‐
galactosa. Constituyen el 10‐20% de las células de la adenohipófisis (Doniach, 1985). 
El lóbulo intermedio, como se describe en el desarrollo embrionario de la hipófisis es un 
vestigio  rudimentario  en humanos.  La  zona donde  se  localizaría, que  corresponde  a  la 
zona de contacto entre la hipófisis anterior y la posterior se denomina zona intermedia, y 
es  rica  en  células  corticotropas.  De  estas  células,  algunas  llegan  incluso  a  invadir  la 
neurohipófisis, en un proceso que se denomina invasión basófila.  






de  su  producción  se  da  en  ésta.  Se  encuentra  tanto  dentro  como  fuera  del  sistema 
nervioso central. En el SNC encontramos las neuronas ACTH, situadas en la base del tercer 
ventrículo.  En menor  cantidad  se  encuentra ACTH  y  otros  péptidos  relacionados  en  la 






principalmente  a  cargo  de  la  CRH  (hormona  liberadora  de  corticotropina),  y  de  un 
feedback negativo a cargo de los glucocorticoides. 




Otras moléculas, como  la  interleucina‐1, van a estimular a  las neuronas noradrenérgicas 
que aumentan la secreción de CRH, sobre todo a nivel de la eminencia media. La CRH se 
va a unir a su receptor en el  lóbulo anterior de  la hipófisis. Este receptor se caracteriza 
por  ser  de  baja  capacidad  pero  de  alta  afinidad.  Existen  dos  tipos  de  receptores.  El 
primero  se  localiza  a  nivel  hipofisario,  y  el  segundo  a  nivel  de  cerebro  y  tejido 
cardiovascular, y se cree pueda estar en relación con el control de la tensión arterial.  
Además  de  la  CRH,  también  estimulan  la  síntesis  de  ACTH  otras  hormonas  como  la 





También  regula  la endocitosis de  lipoproteínas en  las  células adrenales, participa en  la 









La  secreción  de  ACTH  se  produce mediante  ritmos  circadianos,  con  un  pico máximo 
entorno  a  las  6 horas,  y un mínimo  a  las  18 horas  y otro  a  las  22 horas.  La  secreción 




intermedio  y  lento.  El  rápido  se  caracteriza  por  disminuir  la  liberación  de  ACTH,  sin 
afectar a su síntesis. El  intermedio va a disminuir  la  liberación, sin afectar tampoco a  la 
síntesis de ACTH, pero además  interfiere con  la secreción de CRH. Y por último el  lento, 






Las alteraciones de  la secreción de  la ACTH pueden deberse a alteraciones en  la POMC, 
que  dará  patología  a  cualquier  nivel  de  hormonas  que  de  ella  se  deriva,  como  a  la 








ACTH  es  la  estimulación  anómala  de  sus  receptores,  como  ocurre  en  el  síndrome  de 







las  células  somatotropas de  la hipófisis anterior, que  se caracterizan por  ser altamente 
acidófilas,  igual  que  las  células  lactotropas,  que  en  su  mayoría  provienen  de  células 
somatotropas (Behringer y col., 1988). Éstas células responsables de la producción de GH 
constituyen  el  45%  de  las  células  hipofisarias.  Se  localizan  en  las  alas  laterales  de  la 
hipófisis, y en total contienen de 5‐15mg de GH.  
La GH  es  un  polipéptido  de  cadena  única  que  consta  de  19  aminoácidos.  Se  sintetiza, 
almacena y secreta en las células somatotropas.  
La GH es una hormona fundamental para el desarrollo embrionario, y se detecta ya en el 
primer  trimestre  de  gestación. Hacia  la  semana  20  se  registra  un  pico  con  valores  en 
torno  a  100‐150ng/ml,  a  partir  de  ahí,  los  niveles  descienden  hasta  el  nacimiento  y 
durante  toda  la  infancia, hasta  la pubertad, cuando vuelven a elevarse  (Rudman y col., 
1981).  La  secreción  de  GH  se  divide  en  pulsátil  y  basal,  aunque  los  niveles  basales  de  esta 






(Casanueva  y  col.,  1984),  y  el  estrés.  El  estrés  tanto  físico  como  segundario  a  trauma, 
hipovolemia,  shock,  sepsis  etc.,  a  través  de  una  activación  adrenérgica,  es  un  potente 
estímulo para la secreción de GH.  
También  aumentan la secreción la malnutrición y el ayuno. La hipoglucemia inducida por 
la administración exógena de  insulina provoca una elevación de  los niveles de GH a  los 
30‐45  minutos,  y  sigue  siendo  la  prueba  gold  estándar  para  el  diagnóstico  de  su 
deficiencia. La GH también se regula a través de diversos neuropéptidos como la leptina, 
dopamina, adrenalina, orexinas, y péptidos gastrointestinales.  
La  regulación  hipotalámica  de  la  secreción  de  GH  se  realiza  a  través  de  la  hormona 
liberadora  de  GH  (GHRH),  que  se  secreta  en  las  neuronas  del  núcleo  arcuato  y  área 
premamilar. Su configuración es muy similar a la de los péptidos gastrointestinales (como 
por  ejemplo  sustancia  p,  colecistoquinina,  etc.,)  y  de  ahí  que  éstos  actúen  como 
estimuladores de la secreción de GH. 
Las  principales  acciones  derivadas  de  la  unión  de  la GHRH  a  su  receptor  van  a  ser  el 
estímulo de la síntesis, secreción y transcripción génica de la GH.  Además, la GHRH va a 
facilitar  la  respuesta  de  la  GH  a  diversos  fármacos.  La  disminución  de  los  niveles  de 
hormona de crecimiento asociados a  la edad se debe fundamentalmente al descenso de 
la GHRH, en un proceso denominado somatopausia (Russell‐Aulet y col., 1999).  
En cuanto a  la regulación negativa,  la somatostatina va a  inhibir  la secreción de GH y de 
GHRH,  pero  no  su  síntesis.  La  somatostatina  es  un  péptido  que  se  secreta  en  el 
hipotálamo, a nivel del núcleo periventricular y que llega a la hipófisis a través del sistema 
de  circulación  portal.  Se  encuentra  además  a  nivel  de  páncreas,  aparato  digestivo, 
sistema nervioso central y células epiteliales. Esta molécula tiene una vida media de 2‐3 
minutos  y  su  función  es  la  de  inhibir  la  secreción  de  GH,  ACTH  y  TSH,    además  de 
disminuir  la secreción de TSH debida al estímulo de TRH, y de  insulina por estímulo del 
glucagón,  y  bloquea  la  respuesta  de  GH  a  diversos  fármacos.  Por  tanto,  el  eje 
somatostatina‐GHRH se encarga de la regulación de la secreción pulsátil de GH.  
A  nivel  periférico,  los  niveles  de  GH  se modulan  en  función  de  los  niveles  de  factor 
insulínico tipo 1 o IGF‐1, que va a ejercer un feedback negativo sobre la secreción de GH. 
Por un  lado  inhibe directamente  su  secreción y por otro estimula  la de  somatostatina.  
Existe  además  un  mecanismo  de  autorregulación  de  GH,  que  se  ha  comprobado  al 
objetivar que tras  la administración crónica de GHRH,  los niveles de GH disminuyen por 
desensibilización. Es más,  la propia administración de GH va a provocar una caída de su 
liberación  por GHRH  y  la  estimulación  de  la  secreción  de  somatostatina  /Davis  y  col., 
1986). La GHRH inhibe su propia secreción y estimula la de somatostatina. 
Existen  una  serie  de moléculas  denominadas GH  secretagogos,  que  van  a  estimular  la 
liberación de hormona del crecimiento por vías distintas a la de GHRH‐somatostatina. Su 
uso fundamental es en el diagnóstico de déficit de GH (Casanueva y Diéguez, 1999). 
La GH a nivel de circulación periférica  se va a unir a  las  llamadas proteínas de unión o 
anclaje (BPs). Se han identificado dos tipos de GHBPs, de alta y baja afinidad. Su función 






del  crecimiento  óseo  longitudinal  y  condrogénesis  (Gevers  y  col.,  2002),  la  osificación 
endocondral  (Nilsson  y  col.,  2005),  el  remodelamiento  óseo,  activación  de  procesos 
metabólicos de  lipolisis, anabolismo, síntesis proteica y acción antinatriurética. El déficit 
de GH se asocia a un incremento de riesgo cardiovascular.  
En  cuanto  a  la  patología  derivada  del  déficit  de  GH,  puede  ser  debida  a  múltiples 
etiologías.  Desde  procesos  congénitos,  bien  idiopáticos,  genéticos  o  alteraciones 
embriológicas, a procesos adquiridos  como  radiación,  traumatismo,  leucemia, procesos 






edad  (Halmi  y  col.,  1975).    El  gen  que  codifica  para  la  PRL  pertenece  a  la  familia  de 
somato‐PRL,  que  incluye  la  GH,  el  lactógeno  placentario,  las  hormonas  PRL‐like,  y  se 
encuentra en el cromosoma 6. 
Entre  los  factores de transcripción de  la PRL cabe destacar el papel del Pit‐1, que es un 
regulador  transcripcional  de  la  síntesis  de  PRL,  y  que  va  a  ser  el  responsable  de  la 
diferenciación última de las células somato‐lacto‐tirotropas, que tienen un origen común 




en dos tipos,  la rápida y  la  lenta. Ante  los distintos estímulos, el organismo prefiere una 
secreción  de  PRL  sintetizada  de  novo,  frente  a  la  ya  almacenada  (Walker  y  Farquhar, 
1980). La PRL va a seguir un patrón de secreción episódica, por  lo que una medición de 
sus niveles de  forma  aislada  carece de  valor,  y elevaciones  leves puntuales no poseen 
valor diagnóstico, si no que son necesarias mediciones seriadas. Un aumento confirmado 
de  niveles  de  PRL,  generalmente  por  debajo  de  los  250mg/ml,  responde  a  causas  no 
hipofisarias.  (ej.,  fármacos)  Si  se  descartan  éstas,  será  necesario  realizar  pruebas  de 
imagen para valorar patología pituitaria.  
Como  se ha mencionado,  la  secreción de PRL es episódica. Los niveles van a aumentar 
justo  tras el nacimiento y  luego van a disminuir de  forma progresiva hasta  la pubertad, 
cuando aumentan de nuevo. Diversos cambios a lo largo de la vida provocan variaciones 
importantes en los niveles de PRL. Durante la menopausia la PRL disminuye, mientras que 
durante el embarazo  los niveles aumentan de  forma gradual hasta el parto  (Rigg y col., 
1977).  Es  en  el  postparto  cuando más  altos  se  encuentran,  y  permanecerán  elevados 




principal  estímulo  hipotalámico  es  de  carácter  inhibidor.  El  hipotálamo  disminuye  la 
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secreción de PRL a través de  los  llamados factores  inhibidores de prolactina, PIF. Existen 
también PRF, o factores liberadores de prolactina. 
El principal PIF  es  la dopamina  (Ben‐Jonathan  y Hnasko,  2001),  aunque  los  estrógenos 
pueden  bloquear  de  forma  parcial  su  acción  (Raymond  y  col.,  1978). Otros  PIF  son  el 
péptido asociado a gonadotropina  (GAP) y el ácido gamma aminobutírico  (GABA). Entre 
los PRFs se encuentran la TRH (Jacobs y col., 1971), el péptido intestinal vasoactivo (VIP), 
la  serotonina,  los  opioides,  el  GHRH,  la  oxitocina,  la  vasopresina,  el  sistema  renina‐
angiotensina  y otros.  La PRL  tiene  además un  sistema de  autorregulación denominado 
feedback corto, mediante el cual modula su propia liberación (Grattan y Kokay, 2008). 
En cuanto a las acciones de la prolactina se incluyen aquellas dirigidas fundamentalmente 
a  la preparación para  la  lactancia. Así, es responsable de un aumento del tamaño de  las 
mamas, de  la  lactogénesis  y de  la  galactopoyesis  (LaMarca  y Rosen,  2008). Durante  la 
lactancia es la responsable de regular la síntesis de proteínas de la leche materna, como 
la  beta‐caseína,  lactoglobulina,  lactoalbúmina  y  proteínas  ácidas.  También  de  ciertas 
enzimas como la lactasa sintetasa, la lipoproteín lipasa y ácidos grasos sintetasa.  
La  prolactina  va  a  tener  además  una  acción  fundamental  sobre  el  eje  de  las 
gonadotropinas.  El  aumento de PRL  suprime  la  secreción pulsátil de  LH  (Neville  y  col., 
2002), y  la  síntesis de gonadotropinas. Puede causar oligo‐amenorrea,  fase  lútea corta, 
disminución de la libido, y galactorrea. La galactorrea es un signo clínico que sugiere una 
posible hiperprolactinemia. Tiene una incidencia muy variable en la población.  




La  prolactina  es  un  activador  de  linfocitos  diferenciados  en  respuesta  a  infecciones  y 
también  es  posible  que  pueda  jugar  un  papel  importante  estimulando  la  plasticidad 
sináptica en determinadas regiones cerebrales como el hipocampo. 
Las alteraciones en  la  secreción de prolactina pueden  ser por exceso o por defecto.  La 
hipoprolactinemia aislada es de causa  idiopática. Solo existe un caso descrito de déficit 
exclusivo  de  PRL  (Kauppila  y  col.,  1987)  con  resto  de  funciones  hipofisarias  normales. 
Generalmente  la  hipoprolactinemia  se  da  en  el  contesto  de  un  hipopituitarismo.  La 
hiperprolactinemia se debe a  diversas causas. De ellas la más frecuente es la causada por 
fármacos. También puede deberse a alteraciones hipotálamo‐hipofisarias como tumores 
(el  prolactinoma  es  el  adenoma  hipofisario  funcionante  de  mayor  prevalencia)  o 





diméricas   responsables de  los procesos reproductivos. Su producción tiene  lugar en  las 
células gonadotropas de  la hipófisis anterior y de ahí pasan a  la circulación  sistémica y 
alcanzan  los  ovarios  y  testículos.  Actúan  en  las  gónadas  regulando  los  procesos  de 
esteroidogénesis y los pasos finales de la gametogénesis (Burns y col., 2002). 
Las células gonadotropas se desarrollan en las etapas tempanas del periodo embriológico. 
Constituyen el 7‐15% de  las células de  la adenohipófisis y  se encuentran dispersas a  lo 
largo  de  la  pars  distalis.  Las  células  gonadotropas  son  de  tamaño  medio,  ovaladas, 
cuentan  con  un  núcleo  esférico  y  prominente,  y  un  gran  aparato  de  Golgi  y  retículo 
endoplásmico  rugoso.  Contienen múltiples  vesículas  en  cuyo  interior  hay  gránulos  de 
secreción electrondensos. Existen dos  tipos de células,  las mono y  las bihormonales, en 




específica, y para  la  LH  consta de 121 aminoácidos, 111 para  la  FHS y 145 para  la CG. 
Tanto  la  subunidad beta de  la  LH  como  la de  la CH  se  codifican  en el  cromosoma  19, 
mientras que la de la FHS se encuentra en el cromosoma 11.  
En el periodo  intrauterino,  la GnRH u hormona  liberadora de gonadotropinas se detecta 
ya en el hipotálamo en la semana 6 (Clements y col., 1980). La LH y la FHS aparecen en al 
hipófisis en torno a la semana 10 y son detectables en circulación entre la semana 12 y la 




mes,  y  a  partir  del  6º  mes  en  varones  y  del  primer  o  segundo  año  en  mujeres  las 
gonadotropinas descienden (Brioude y col., 2010). Este periodo de elevación perinatal es 
importante porque permite establecer un periodo ventana temprano en el cual es posible 
el  diagnóstico  precoz  de  patología  del  eje  hipotálamo‐hipofisario‐gonadal.  Este  eje 
posteriormente  permanece  quiescente  hasta  la  pubertad  cuando  se  activa  de  nuevo 
aumentando los niveles de FHS y LH.  
En varones, la FSH actúa sobre las células de Sertoli para estimular la espermatogénesis. 
La LH actúa  sobre  las células de Leydig para  la producción de  testosterona. Además,  la 
FSH va a participar en la diferenciación de los túbulos seminíferos y la LH en el proceso de 
descenso  testicular  en  el  varón.  La  hCG  estimula  la  producción  androgénica  y  la 
diferenciación de las estructuras Wolfianas en el varón.  
En la prepubertad se inicia un aumento progresivo de los niveles de FSH y LH. Primero se 
eleva  la FSH, y  se producen picos nocturnos de  LH.  La  secreción de gonadotropinas de 











de  GnRH  y  además  alteraciones  olfativas.  (ej.  Síndrome  de  Kallmann)  (Bianco  y  col., 
2009). 
Los  cuerpos  neuronales  se  sitúan  en  el  núcleo  arcuato  de  la  zona  basal  media 
hipotalámica,  y  también en el área preóptica del hipotálamo anterior.  La GnRH  llega a 
través de los axones a la eminencia media y de ahí, por el sistema porta, a la hipófisis. 
Las neuronas de GnRH también proyectan hacia otras áreas cerebrales como: la amígdala, 
el  hipocampo  y  la  sustancia  gris  periacueductal,  y  de  ahí  su  influencia  en  el 
comportamiento reproductivo. 
De  gran  importancia  fisiológica es que  la  secreción de GnRH  tiene  carácter pulsátil.  La 
secreción continua de GnRH no es efectiva para estimular a  la FSH y a  la LH  (Crowley y 
col.,  1980).  Esta  secreción  se  modula  de  forma  tanto  positiva  como  negativa  por 
diferentes  neurotransmisores  como  la  noradrenalina,  dopamina,  GABA,  serotonina, 
glutamato, opioides y otros. 
Las  acciones  de  la  GnRH  incluyen  la  regulación  de  la  cantidad  y  calidad  de  las 






















Las  activinas por  su parte  van  a estimular  la  FSH mientras que  la  foliestatina  la  inhibe 
(Ueno y col., 1987). 
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La  patología  derivada  de  la  alteración  en  el  eje  hipotálamo‐hipofisario‐gonadal  se 
denomina  hipogonadismo,  y  puede  dividirse  en  hipo  o  hipergonadotropo.  Los 
hipogonadismos hipogonadotropos se caracterizan por unos niveles anormalmente bajos 
de  FHS  y  LH.  Las  causas  congénitas de ésta patología  incluyen el déficit de GnRH  ‐que 




la  amenorrea  hipotalámica,  insuficiencia  renal  crónica,  disfunción  gonadal, 
hemocromatosis, neoplasias, hiperprolactinemia, y diabetes insípida, ente otras.  
Los  hipogonadismos  hipergonadotropos  pueden  deberse  a  etiología  tumoral  –






es  estimular  la  biosíntesis  de  testosterona  por  las  células  de  Leydig,  estimulando  la 
actividad del  complejo enzimático que escinde  la  cadena  lateral del  colesterol y  la CYP 
17a‐ hidroxilasa en las células de Leydig  (Wu y col., 2007) . La LH mantiene unos elevados 
niveles    intratesticulares  de  testosterona,  que  es  un  aspecto  fundamental  para  la 
espermatogénesis.  La  testosterona  circulante  es  también  esencial  para  mantener  la 




en  las  células de  Sertoli  y  se  considera esencial para  la espermiogénesis  , es decir  , el 
proceso de maduración por el que  las espermátides se transforman en espermatozoides 
maduros. 
Tanto  en  ratas  como  en  primates,  la  testosterona  por  sí  sola  puede  mantener  la 
espermatogénesis  cuando  se  administra  tras  la  hipofisectomía  o  la  resección  del  tallo 
hipofisario. Sin embargo, si    la testosterona se da tras un  lapso de semanas o meses, es 
mucho menos eficaz en el reinicio de la espermatogénesis.  




Las  acciones  que  ejercen    la  FSH  y  LH  sobre  el  ovario  se  conocen mejor  que  las  que 
ejercen sobre la gónada masculina. 
La  FSH  juega  un  papel  fundamental  en  el  crecimiento  folicular  y  en  el  desarrollo  del 
folículo maduro. El inicio del crecimiento folicular puede ocurrir independientemente del 
estímulo  de  las  gonadotropinas,  puesto  que  ciertos  factores  de  crecimiento  juegan  un 
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papel  importante en  la estimulación de  la mitosis de estas células, pero  la acción de  la 
FSH es  indispensable para  la maduración posterior y para  la diferenciación de  las células 
de la granulosa (Richards y col., 2010). 
El receptor de FSH sólo se expresa a partir del folículo primario,   por  lo que  los folículos 
ováricos  adquieren  la  sensibilidad  a  FSH  en  las  etapas más  avanzadas  del  desarrollo. 
Siendo la responsable de promover el desarrollo del folículo dominante, también inicia el 
reclutamiento de  los    folículos que crecerán durante el siguiente ciclo  (Themmen y col., 
2000). 
Durante  las últimas etapas del crecimiento folicular,  la activina y el estradiol modulan  la 
acción  de  la  FSH  (Hunzicker‐Dunn  y  col.,  2006;  Deroo  y  col.,  2009).  La  FSH  también 
controla la producción de inhibina y la expresión del receptor de LH en el ovario durante 
la fase folicular. 
La LH es un  importante  regulador de  la  síntesis de esteroides ováricos. El pico de LH a 
mitad  del  ciclo  estimula  la  reanudación  de  la meiosis  del  ovocito,  la maduración  del 
folículo y la ruptura del folículo ovulatorio (ovulación). También permite la conversión de 
la pared del folículo en el cuerpo  lúteo (luteinización ) (Macklon y col., 2006; Richards y 
col., 2010) estimulando  la expresión de receptores de progesterona en  las células de  la 
granulosa del folículo dominante. 
En conjunto, la LH y la FSH juegan papeles diferentes pero igualmente importantes en el 





necesaria  la presencia de  colesterol que  será  captado en el  folículo.  La  LH provoca un 
rápido aumento de colesterol disponible, ya que actúa sobre la proteína reguladora de la 
esteroidogénesis (StAR). 
La  StAR  controla  la  transferencia de  colesterol desde el exterior hacia el  interior de  la 
membrana celular, que es una de las etapas limitantes (Jamnongjit y col., 2006). 
A  continuación,  la  LH provoca un aumento en  la actividad de  la enzima que escinde  la 
cadena  lateral  del  colesterol  (un  complejo  enzimático  ligado  al  citocromo  P450  )  y  lo 
transforma en pregnenolona. 
Los efectos a  largo plazo de  la LH  incluyen  la estimulación de  la expresión de genes y  la 
síntesis de un número de enzimas clave en  la esteroidogénesis  (la   17‐‐hidroxilasa y  la 
17,20‐liasa, entre otras). 
EL  final de  la  síntesis  androgénica en  las  células de  la  teca, estimulada por  la  LH es  la 
producción  de  androstendiona  que  pasa  al  líquido  folicular  transformándose  en 









Figura InX. Esquema que resume la ruta sintética intrafolicular de los esteroides gonadales de origen 
ovárico y la actuación de los estrógenos gonadales circulantes en el feed-back regulador del eje 




La  aromatasa  P450  es  el  enzima  que  cataliza  la  transformación  de  andrógenos  en 
estrógenos    (Thompson y Siiteri., 1974a).    Juega, por  tanto,   un  importante papel en el 
desarrollo,  la diferenciación sexual,  la reproducción,  la conducta, el metabolismo óseo y 
lipídico, las funciones cerebrales e incluso en el desarrollo de ciertos cánceres estrógeno 
dependientes.  






La  aromatasa  P450  representa  un  punto  de  control  clave  en  el  metabolismo  de  las 
hormonas esteroideas ya que es la etapa enzimática limitante de la velocidad de síntesis 
de estrógenos. 
Está  compuesta  por  dos  proteínas:  una  hemo‐glicoproteína  específica  microsomal 
(citocromo  P450  aromatasa)  y  una  flavoproteína microsomal  (NADPH‐citocromo  P450 
reductasa).  La  primera  es  una monooxigenasa, miembro  de  la  superfamilia  citocromo 
P450, que cataliza la inserción de átomos de oxígeno dentro de moléculas orgánicas para 
dar  lugar  a  la  formación  de  grupos  hidroxilos.  La  segunda  es  una  flavoproteína 
microsomal   muy  ubicua  e  inespecífica,  que  transfiere  electrones  desde  el  NADPH  a 
cualquier citocromo p450 (Simpson y col., 1994).   
La aromatasa P450 es el producto de la expresión del gen CYP19. Este gen está presente 






En  la placenta  la síntesis de aromatasa P450 está dirigida por el promotor  I.1  (Jenkins y 




En  los mamíferos,  la expresión  tejido‐específica de CYP19 se  regula mediante el uso de 
diferentes regiones del promotor y splicing alternativo (Simpson y col., 1994). Esto origina 
la  generación  de  variantes  de  transcripción  de  CYP19  con  diferentes  regiones  5  'no 
traducidas (UTRs), pero con secuencias de codificación idénticas.  
En  los  seres  humanos,  se  han  identificado  nueve  exones  no  traducidos,  que  codifican 









El  promotor  proximal  conservado  se  encarga  de  dirigir  las  transcripciones  de  ovario, 
mientras que el promotor situado distalmente es activo preferentemente en el cerebro 
(Honda  y  col.,  1996;  Yamada‐Mouri  y  col.,  1996).  Todas  las  transcripciones  CYP19  de 
células somáticas y germinales  testiculares derivan   del promotor proximal  II  (Lanzino y 
col., 2001). 
En los ratones, las regiones reguladoras representadas por los exones no traducidos y sus 
promotores  adyacentes  ocupan  en  el  locus  más  que  todos  los  nueve  exones  de 
codificación  juntos.  Esto  pone  de  relieve  el  complejo  mecanismo  de  regulación 
transcripcional de este gen. El promotor más distal (Pbr) se encuentra al menos a 31 kb 
del  primer  exón  de  codificación.  Esta  distancia  se  corresponde  a  la  estimada  para  el 
homólogo humano, el promotor 1.f‐específico del cerebro  (Sebastián y Bulun, 2001),  lo 
que sugiere el carácter  invariable de esta región genómica. En el gen humano,  la región 
del  promotor  situado  más  distalmente,  que  es  responsable  de  la  fuerte  expresión 
placento‐específica  (PI.1),  se encuentra  a más de 90  kb  anterior  al  sitio de  inicio de  la 
traducción.  La placenta murina no sintetiza estrógenos, pero sí el ovario, el cerebro y  los  testículos  




Estudios  realizados  en  ratones  con  disrupción  de  estos  genes  han  demostrado  que  la 
acción de estrógenos es importante para el desarrollo y la diferenciación de los sistemas 
de  reproducción  tanto  en  las  hembras  como  en  los  machos  (Lubahn  y  col.,  1993; 
Robertson  y  col.,  2001).  En  estos  últimos,  incluso,  hay  evidencia  de  que  en  la  función 
gonadal participan los estrógenos que se producen a nivel local por las células somáticas y 
germinales del testículo (Nitta y col., 1993; Carreau 2001).  
Varios estudios han demostrado la expresión de aromatasa en el cerebro de  ratón, así 
como  su  estrecha  proximidad  a  los  receptores  estrogénicos  (Lephart y Ojeda, 1990; 
Naftolin y col., 1990). Este hecho sugiere que ciertos efectos biológicos de los estrógenos 
sintetizados  localmente se  llevan a cabo mediante  la activación paracrina y autocrina de 
los  receptores  de  estrógenos  ER1  o  α  y  ER2  o  β  pre‐y  post‐sinápticos,  y  también  por 
medio de proyecciones a núcleos distantes (fundamentalmente en el hipotálamo). 
La hipófisis de ratas adultas presenta aromatasa en algunas de sus células y  la presencia 
del  enzima  es  mucho  más  alta  en  machos  que  en  hembras  (Vázquez  y  col.,  1999; 
Carretero y col., 1999). Las diferencias de sexo en la expresión de aromatasa en regiones 










Ambos  receptores  se  distribuyen  de manera  diferente  en  los  tejidos  y  juegan  papeles 
fisiológicos  distintos.  Pertenecen  a  la  superfamilia  de  receptores  nucleares  que  actúan 





En  el  dominio  central,  que  es  el  que  se  une  al  ADN,  ambos  receptores  de  estrógeno 
comparten  la  mayor  similitud  de  secuencia,  con  una  homología  del  95%,  lo  que  les 
permite  unirse  a  elementos  de  respuesta  de ADN  idénticos.  Los  dominios  de  unión  al 
ligando‐C‐terminal  poseen  un  60%  de  similitud,  y  son  los  que  permiten  que  exista 
especificidad para diferentes ligandos. 
El conocimiento exacto del mecanismo de modulación ejercido por el estradiol sobre  las 
neuronas de GnRH es un aspecto  clave para  comprender  la  regulación de  la  fertilidad. 
Salvo  un  trabajo  aislado  realizado  en  ratas  hembras,  en  el  que  se  encontró  un  escaso 
número de   neuronas GnRH  con ER1 o alfa  (Butler y  col., 1999),  la mayor parte de  los 
estudios,  realizados  en  varias  especies  y  de  ambos  sexos,  han  demostrado  que  las 
neuronas GnRH no expresan este receptor (Shivers y col.,   1983;   Herbison y col.,   1993, 
Laflamme y col., 1998),  
Por tanto, los estrógenos actúan en las neuronas GnRH por medio del ER2 o beta. Así se 




(Wintermantel  et  al.,  2006),  pero  el  mecanismo  y  localización  celular  de  la 
retrorregulación  negativa  no  está  tan  claro.  Se  han  descrito    múltiples  y  diferentes 
mecanismos  de  acción,  tales  como  la  regulación  directa    de  las  neuronas  GnRH,  la 
regulación  indirecta  trans‐sináptica  y  otros  mecanismos  mediados  por  células  gliales 
(Herbison, 1998). Los  estrógenos  también  ejercen  efectos  rápidos  “no  genómicos”  que  producen  una 




A  través  del  GPER,  el  estradiol  actúa  rápidamente  a  tres    niveles:  activación  de  la 
guanilato ciclasa  , movilización de  los depósitos de calcio  intracelular y activación de  la 
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proteín  quinasa  mitógeno  activada    (MAPK)  y  la  fosfoinosítido  3  ‐  quinasa  (  PI3K)  ( 
Prossnitz y col., 2008; Lappano y col.,  2013). 
No obstante, el objetivo común de muchas de estas vías de señalización es la fosforilación 
de un  factor clave de  la  transcripción,  la proteína de unión al elemento de  respuesta a 
AMPc (CREB). 
En primates, al contrario que en los roedores, el estradiol parece ejercer su acción en las 
























través  de  dos  rutas  principales  (Martini,  1982):  por  un  lado,  se  transforma  en  5‐





célula,  interactúan  con  los  receptores  estrogénicos,  un  sistema  proteico  de  receptor 
totalmente diferente al receptor androgénico (McCarthy, 1994). 
La  Aromatasa  P450  se  ha  definido  como  un  complejo  enzimático,  formado  por  dos 
componentes: el citocromo P‐450 y la NADPH citocromo P450 reductasa, localizado en las 
membranas  del  retículo  endoplásmico.  Es  una  oxidasa  que  cataliza  una  reacción  que 
primero remueve el grupo metilo del carbono 19 de  la testosterona como ácido fórmico 





La administración de  inhibidores de  la aromatasa aumenta  los niveles de  LH  circulante 
(Boyar y col., 1973; Marynick y col., 1979; Plant, 1986). Esta evidencia, que trataremos de 
corroborar en nuestro trabajo de Tesis Doctoral, puede deberse a diferentes mecanismos, 





del  producto  estrogénico  final  por  ausencia  de  la  aromatasa  aboliría  el  feed  back 
inhibidor  estrogénico  sobre  la  hipófisis,  directo  o  indirecto,  y  de  esta  manera  se 
estimularía la síntesis y liberación de gonadotropinas. 
El  juego  teórico  de  regulación  de  feed  back  entre  andrógenos,  estrógenos,  LH  y  FSH 
supone  que  por  actuación  de  LH  se  sintetizan  y  liberan  andrógenos  que  a  su  vez 
estimularían  la  FSH  que  finalmente  sería  la  responsable  de  la  aromatización  de  los 
andrógenos a estrógenos, actuando estos últimos como inhibidores de LH y FSH. 















En  nuestro  laboratorio,  en  humanos  y  en  roedores,  hemos  descrito  la  expresión 
inmunohistoquímica de aromatasa en  la hipófisis  (Carretero et al., 1999a; 2002; 2003). 
Posteriormente,  estos  hallazgos  han  sido  confirmados  por  otros  autores  en  diferentes 





partir  del  día  19  y  hasta  el  parto.  Estas  fechas  son  inmediatamente  posteriores  a  la 
diferenciación embrionaria de las células gonadotropas hipofisarias. 
La  expresión  hipofisaria  de  aromatasa  parece  guardar  una  estrecha  relación  con  los 
periodos  sexualmente activos  y  con  las etapas  reproductoras. Postnatalmente, hacia  la 
pubertad, en  torno a  los 21 días de edad de  la  rata, comienzan a marcarse diferencias 




Junto  al  papel  regulador  de  los  esteroides  gonadales  sobre  la  síntesis  y  secreción  de 
diferentes  hormonas  de  la  hipófisis,  estos  esteroides  juegan  un  importante  papel 
regulador  en  la  expresión  de  la  aromatasa  hipofisaria  de  ratas  adultas  como  hemos 
podido demostrar mediante  inmunohistoquímica, western blotting e hibridación  in  situ 
(Carretero y col., 2011). 
El tratamiento con inhibidores de la aromatasa induce modificaciones morfométricas y en 
la  proliferación  celular  de  algunas  estirpes  hipofisarias  como  las  células  lactotropas 
(García‐Barrado et al., 2014*) o gonadotropas productoras de LH. Los hallazgos anteriores 
y  el  hecho  de  la  gran  correlación  de  la  expresión  en  la misma  célula  hipofisaria  de  la 


















1.‐Determinar  la  regulación  paracrina  desarrollada  por  la  aromatasa  sobre  las  células 
gonadotropas productoras de LH y los efectos endocrinos sobre dichas células derivados 
de la ausencia de la aromatasa gonadal. 
















Material y Métodos 
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Animales empleados para el estudio experimental. 
El  Dr.  Harada  nos  cedió  gentilmente 
heterocigotos  machos  y  hembras  para 
poder  obtener  la  colonia  de  ratones 
knock  out  para  el  gen  de  la  Aromatasa 
P450.  




la  comida  (pienso estándar  rata/ratón) y 
la bebida ad libitum. 
Dado que los progenitores knock out para 
la  aromatasa  son  estériles,  los  animales  se  obtuvieron  a  partir  de  progenitores 
heterozigotos,  de  esta  manera  obtuvimos  camadas  en  las  que  el  49,66  fueron 
heterocigotos, el 24.14% fueron wild type y el 26,21% fueron knock out. 
Para  alcanzar  los  objetivos  propuestos  y  llevar  a  cabo  el  diseño  experimental,  hemos 
estudiado 120 ratones (60 por sexo, y de cada sexo, 30 eran wild type [wt] y 30 knock out 














de  la  cola  del  ratón,  200l  del  tampón  de  lisis  de  tejidos  y  40  l  de  proteinasa  K 
reconstituida. 
Se mezcló e incubó durante 3 horas a 55ºC. 
Transcurrido  ese  tiempo  se  procedió  a  obtener  el  lisado mediante  aspiración‐eyección 
repetida de la muestra, con un jeringa de 1 mL, libre de nucleasas. 
Una  vez  obtenido  el  lisado,  se  añadieron  200l  de  tampón  de  unión  y  100  l  de 
isopropanolol; para después centrifugar 5 minutos a 13000 xg. 
Figura MM1. Condiciones del estabulario 
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Tras  insertar un tubo de alto filtrado en un tubo de recogida, se pipeteó el  líquido de  la 








filtrado,  se  colocó  de  nuevo  el  tubo  de  filtrado  en  un  nuevo  tubo  de  recogida  y  se 









que se utilizó  inmediatamente o bien, fue almacenado entre 2‐8ºC o bien entre  ‐15º y  ‐







Superior-Recombinante: ctt ggc tac cat gtt gtt att gtc 
Inferior-Silvestre: agc tct gga ggt tta ctt tcc tag 










Sacrificio de los animales, Extracción y Procesado de las 
muestras. 
Una  vez  que  los  animales  alcanzaron  la  edad  de  16  meses,  los  animales  fueron 
sacrificados por decapitación y, después de la apertura meticulosa de la calota encefálica, 
se  procedió  a  extraer  la  hipófisis, mediante  disección  cuidadosa.  Las muestras  para  el 
estudio histológico se fijaron por inmersión en paraformaldehído al 4% en tampón fosfato 
(0,1M, pH: 7.4) durante 8 horas. 
Una  vez  fijadas,  se  lavaron  en  el mismo  tampón  durante  4  horas  y  se  procedió  a  su 
deshidratación en etanoles crecientes en concentración (70, 80, 96 y 100%). 
Ya deshidratadas se procedió a su aclaramiento en benceno para su posterior inclusión en 
parafinas.  La deshidratación, el aclaramiento y  la  inclusión  se  realizó en un procesador 
histológico Leica ®. 




Figura MM2 Electroforesis del DNA amplificado por PCR para el gen de aromatasa 
P450. 
En la imagen se aprecian las bandas de electroforesis obtenidas tras el producto de amplificación 
con PCR del gen silvestre y el recombinante para Aromatasa P450, de los animales empleados en el 
estudio. Las flechas amarillas marcan el DNA amplificado por PCR para los ratones wilde type 
empleados en el estudio y las flechas rosas el de los ratones knock out. 







Los  cortes  obtenidos  se  incubaron  en  estufa  a  58ºC  durante  1  hora,  tras  lo  que  se 





Transcurrido  ese  tiempo,  las  muestras  se  lavaron,  en  agua  destilada,  a  temperatura 
ambiente, mediante 2 lavados de 10 minutos cada uno.  
Se acondicionaron las muestras para las sucesivas reacciones, sumergiendo los cortes en 
tampón  TBS  (Trizma  base,  Sigma®,  0.01M,  pH  7.4,  con  0.09%  de  NaCl),  durante  20 
minutos, y, por último, en TBS durante 5 minutos. 












El  revelado  de  la  reacción  se  hizo  con  3‐3'diaminobencidina  (Sigma  ®,  al  25%  en  TB: 
Trizma  base  0.01M,  pH  7.4)  a  la  que  se  añadió  un  0.03%  de  agua  oxigenada 
inmediatamente antes de su empleo. 
Tras lavado en agua destilada, las preparaciones fueron contrastadas con Hematoxilina de 
Mayer  y  tras  su  lavado  en  agua,  se  deshidrataron  y  aclararon  en  etanol‐xilol  y  se 
montaron con DePeX. 
Controles de las reacciones inmunocitoquímicas. 
En  todas  las  reacciones  se  realizaron  test  de  control,  para  ello,  se  sustituyó  el  suero 
primario  específico  por  suero  no  inmune  de  conejo,  diluido  en  TBS  a  la  misma 





Estudio de las muestras. 
Una  vez  desarrollada  la  reacción  inmunocitoquímica,  los  cortes  se  estudiaron  con  un 
microscopio de  luz  transmitida  Zeiss Axiophot  ®, obteniendo micrografías digitales  con 




Todos  los estudios morfométricos  realizados en este estudio  se hicieron empleando el 
software libre de NIH Image J. 
Para  ello  se  trabajó  sobre  imágenes  digitales  a  resolución  de  300  ppi  que  se 
homogeneizaron en brillo‐contraste con el software adobe photosop CS5®, con umbrales 
de entrada‐salida idénticos.  
Las micrografías  obtenidas  por microscopía  óptica  se  obtuvieron  con  un microscopio 
Zeiss‐Axiophot ® con  iluminación estándar unificada por un estabilizador de corriente en 
































estudiar. De manera  que  se  contaron  4000  células  de  cada  región  a  estudiar  en  cada 
animal. Lo que supuso un total de 20000  células por sexo y grupo de estudio. 
Conociendo el total de células se calculó el porcentaje de células positivas a LH. Todos los 
valores  correpondientes  a  la  cuantificación  celular,  se  expresan  en  procentaje  en  el 
capítulo de resultados. 
 
Análisis Estadístico de los resultados. 
Empleando la aplicación Prisma GraphPad, de los valores obtenidos, clasificados por sexo 
y grupo experimental,  se obtuvieron  las medidas de centralización  (media aritmética) y 
dispersión (desviación típica y error estándar de la media). 
Las  diferencias  observadas  entre  los  ratones  wilde  type  y  los  ratones  knock  out,  del 
mismo sexo, y para cada región hipofisaria estudiada, se contrastaron aplicando el análisis 
de la t de Student, aceptando como significativos valores menores de p<0.05. 
Las  diferencias  observadas  entre  las  diferentes  regiones  hipofisarias  a  estudiar,  entre 
sexos y entre los ratones wilde type y los ratones knock out, para cada región hipofisaria 
estudiada,  se  contrastaron  aplicando  el  análisis  de  la  varianza  y  el  test  F  de  Scheffé, 
aceptando como significativos valores menores de p<0.05. 
 







cancerígeno.  Para  ello,  se  realizó  el  correspondiente  consentimiento  informado  y  se 
obtuvo el permiso del comité de bioética del Hospital Puerta de Hierro de Madrid. 
Modelo de Consentimiento informado para las pacientes incluidas en el estudio. 








que  producen  hormonas  implicadas  en  la  reproducción  (hormonas  gonadotropas).    Se 
está  realizando  un  estudio  experimental  con  animales  que  carecen  del  gen  de  la 
aromatasa, que se vería claramente enriquecido si se pudiera constatar lo que ocurre en 
la  especie  humana.  Para  ello,  se  plantea  realizar  la  determinación  de  una  de  estas 









(ambas  del  Servicio  de  Obstetricia  y  Ginecología).  No  se  solicitará  ninguna  muestra 
adicional,  sino  que  se  aprovechará  la  analítica  rutinaria  que  se  le  realizará  en  el 
seguimiento de su proceso, para añadir una única determinación de LH.   
5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO  




‐  No  habrá  ninguna  consecuencia  desfavorable  para  usted,  en  caso  de  no  aceptar  la 
invitación.  






















la naturaleza y  los propósitos de  la  investigación;  le he explicado acerca de  los riesgos y 
beneficios que implica su participación. He contestado a las preguntas en la medida de lo 


























Prevalencia de Adenomas y Prolactinomas hipofisarios. 
 
Los  roedores,  al  igual  que  la  especie 
humana,  con  el  paso  de  la  edad 
desarrollan  de  forma  espontánea 
adenomas hipofisarios. Este hallazgo está 




hembras que  en  los machos  y,  en  éstas, 
los prolactinomas  son el  tumor  funcional 
de mayor prevalencia. 
En  nuestros  ratones  hemos  podido 
observar  estos  mismo  hechos.  Las 
hembras wild type desarrollan adenomas 
hipofisarios  que  son más  frecuentes  con 
el paso de la edad (figuras R1, R2 y R3). 
Las  figuras  R1  y  R2  muestran  la 
generalidad  de  lo  observado  en  las 
hembras wild type (figura 1) en  la que se 
observa  un macroadenoma  hemorrágico 
de  la hipófisis  (flecha); y de  la apariencia 
absolutamente  normal  de  la  hipófisis  en 
las  hembras  knock  out  (flecha  en  figura 
R2). 






A partir de  los 22 meses  la frecuencia de aparición aumentó. A  los 22 meses de edad el 
40%  de  las  hembras  Wilde  type  presentó  adenomas  de  los  que  el  75%  fueron 
prolactinomas.  Por  último,  a  los  25 meses  de  edad,  el  60%  de  las  hembras wild  type 
presentó adenomas de los que el 67% fueron prolactinomas. 
Al contrario, las hembras knock out de 22 meses de edad no presentaron adenomas y el 
10%  de  las  knock  out  de  aromatasa  presentaron  adenomas,  pero  estos  adenomas 
siempre  fueron adenomas productores de ACTH derivados de  la pars  intermedia, en  la 
que no se ha descrito que se produzca aromatasa. 
Figuras R1 y R2. Fotografía de la hipófisis 
tomadas en el momento de la necropsia. 
R1: hembra wild type de 25 meses, R2: 
hembra knock out de aromatasa de 25 
meses. 
Como puede apreciarse en las imágenes, 
señaladas por flechas, en la hembra wild type 
aparecieron adenomas hipofisarios que no se 
desarrollaron en las hembras knock out, en las 































Figura R3. Gráfica que muestra la prevalencia de aparición de adenomas hipofisarios 
en ratas hembras wild type y knock out. 
En azul se representa en número total de adenomas observados en ratas hembras wild type y en 
rojo el de las knock out. En amarillo se representa el número absoluto de prolactinomas 
observados en las hembras wild type y en verde el de las knock out. Como puede observarse 
fácilmente la prevalencia de adenomas es mayor en las hembras wild type que en las knock out y, 
en particular, en lo que se refiere a los prolactinomas ya que no se observó ningún prolactinoma 
en ratas hembras knock out. 
  69
Hipófisis no tumoral. 
Células Gonadotropas positivas a LH en ratones hembras. 
Distribución general. 
La  distribución  de  las  células  gonadotropas  positivas  a  LH  presenta  un  patrón  bien 
definido que se mantiene  independientemente de si el animal estudiado era wild type o 
knock out. 
Como  se muestra en el esquema  (figura R4),  se distinguen claramente cuatro  zonas de 
marcada densidad: 
Una  es  dorsal  y  se  dispone  en  torno  al  receso  lateral  de  la  caverna  hipofisaria, 
principalmente  en  relación  con  su  porción  dorsal,  parte  de  la  pars  distalis  que  se 
continuará con la pars tuberalis de la hipófisis (1). 
De  las  tres  ventrales, una  se  sitúa en  la parte más  ventral de  la  región medial  y  suele 
continuarse con la del lado contrario (2). La tercera condensación también es ventral y se 
dispone en una escotadura ventral que presenta  la hipófisis del  ratón en  la  separación 






Además  hay  células  aisladas  por  la  pars  distalis  (8),  siendo  muy  escasas,  a  veces 
















Figura R4. Esquema que representa las diferentes partes de la hipófisis del ratón en un corte 
frontal. PD: Pars distalis, PI: Pars intermedia, LN: Lóbulo neural, ch: caverna hipofisaria. M: región 
medial, L: región lateral. En la parte derecha del esquema se representan las condensaciones y la 











ratones  de  22  meses  de  edad  es  que  hay  menso  células  y,  aparentemente,  menos 
reactividad en  los wild type que en  los knock out. Como puede apreciarse en  las figuras 
R5 y R6. 
Las  condensaciones  celulares  dorsales 
y ventrales son evidentes en todos  los 
grupos estudiados. 
El  aumento  de  positividad  aparece 
principalmente  en  la  intersección  de 
medial  a  lateral  y  en  la mitad  ventral 
de la hipófisis. 
Siendo  mucho  menos  evidente  en  la 
región dorsal, a excepción de  la parte 




















Figuras R5 y R6. Micrografías que 
muestran las características 
generales que se observan en los 
cortes frontales de la hipófisis de 
ratones hembras de 22 meses de 
edad que se describen en el texto.  
 
+/+: wilde type (R5). 
-/-: knock out (R6). 
 
PD: Pars Distalis, PI: Pars Intermedia, 




































Figura R7. Gráfica que muestra las diferencias observadas en el porcentaje de células positivas a 
LH en el total de la hipófisis de los animales hembras estudiados.  
 




























Figura R8. Gráfica que muestra las diferencias observadas en las áreas celular, nuclear y 
citoplásmica de células positivas a LH en el total de la hipófisis de los animales hembras 
estudiados.  
 





Como muestra  la  gráfica  R9,  las  células 
positivas a LH en la región dorsal tuberal 


















en  las  hembras  wild  type  formaron 
pequeños  islotes  o  aglomerados,  muy 
próximos a vasos sanguíneos.  
No  obstante,  el  aspecto  general  a  pequeños  aumentos  semeja  un  cordón  celular 
discretamente discontinuo. 
Ya  a  pequeños  aumentos  puede  observarse  la  existencia  de  células  con  diferentes 

































Figura R10: Micrografía de la región Dorsal Tuberal mostrando las células positivas a LH en  una hembra 
wild type. Barra x50. 
 
Figura R11: Micrografía de la región Dorsal Tuberal mostrando las células positivas a LH en  una hembra 
wild type. Barra x50. 


























EL  resultado  global  de  estas  dos  diferencias  hace  que  el  aspecto  general  de  la  región 
dorsal  tuberal  en  las  hembras  knock  out  sea  de mayor  positividad,  como  si  hubiera 
muchas más células; aunque la cuantificación planimétrica demuestra que no hay grandes 
diferencias en el porcentaje de células positivas. 






Figura R12: Micrografía de la región Dorsal Tuberal mostrando las células positivas a LH en  una hembra 
knock out. Barra x50. 
 
Figura R13: Micrografía de la región Dorsal Tuberal mostrando las células positivas a LH en  una hembra 
knock out. Barra x50. 











A  diferencia  de  lo  que  ocurría  al  analizar  los 
porcentajes de células positivas de esta región 
y comparar  los  resultados obtenidos entre  las 
hembras wild  type y  las knock out, el estudio 
morfométrico  reveló  importantes  y 
significativas diferencias entre los dos grupos. 
Como muestran  las gráficas R14 y R15, el área 
celular  de  las  células  positivas  a  LH  de  las 
hembras  knock  out  fue  significativamente 
mayor  (p<0.01)  que  la  que  presentaron  las 
hembras wild type (figura 14). 
Sin  embargo,  no  se  apreciaron  diferencias 





Las  figuras  R16  y  R17  muestran  a  grandes 
aumentos  las  características  de  las  células 
positivas a LH en las hembras wild type. 
Se  puede  apreciar  claramente  que  hay  dos 
patrones  de  reacción  de  acuerdo  a  su 
intensidad.  Sin  embargo,  en  ambos  casos,  el 
depósito de cromógeno fue granular fino. 
Las  células  fueron  predominantemente 
ovaladas  con núcleos débilmente  teñidos a  la 
hematoxilina,  en  muchas  ocasiones  con 




Figura R16: Micrografía de la región Dorsal Tuberal mostrando las células positivas a LH (flechas) en  
una hembra wild type. Barra x25. 
 
Figura R17: Micrografía de la región Dorsal Tuberal mostrando las células positivas a LH (flechas) en  












































































En  muchas  ocasiones,  las  células  aparecieron  muy  intensamente  reactivas,  como  se 
muestra en  la  figura R18  (flecha), dificultando  incluso  la  visualización nítida del núcleo 
celular. 









bordes  intensamente  reactivos y una zona central menos  reactiva  (flecha  fina en  figura 
R19). 
En  tercer  lugar,  la  sombra  negativa  del  aparato  de  Golgi  es  más  evidente  en  estos 
animales, adoptando dos patrones: formando un anillo en torno al núcleo (flecha gruesa 
en  figura  R19)  o  bien  delimitando  un  espacio  paranuclear  con  dictiosomas  claros 
periféricos  y  una  zona  central más  reactiva  de  aspecto  granular  (cabeza  de  flecha  en 
figura R19). 
 
Figura R18: Micrografía de la región Tuberal-Dorsal mostrando las células positivas a LH en  una 
hembra knock out. Barra x25. 
 
Figura R19: Micrografía de la región Tuberal-Dorsal mostrando las células positivas a LH en  una 





























En  la  región  dorsal  de  las  hembras wild 








Figura R21: Micrografía de la región Dorsal mostrando las células positivas a LH en  una hembra wild 
type. Barra x50. 
 
Figura R22: Micrografía de la región Dorsal mostrando las células positivas a LH en  una hembra wild 





















ya hemos descrito en el estudio planimétrico,  la  intensidad de  la reacción,  la colocación 
de las células dentro de la región y la disposición entre ellas también fueron distintas. 
 
Junto a  células débilmente  reactivas,  semejantes a  las observadas en  las hembras wild 
type, las knock out presentaron células intensamente reactivas. 
 
La  presencia  de  células  en  los márgenes  periféricos  de  la  región  fue muy  evidente  en 
estos animales, hasta el extremo de que las células positivas eran más numerosas en los 
márgenes que en la zona interna. 
Desde  los  márgenes  hacia  la  zona  interna  o  en  la  propia  zona  interna  aparecieron 
cordones  discontinuos  de  células  positivas  vecinas  o  siguiendo  el  trayecto  de  vasos 
sanguíneos. 
 
Figura R23: Micrografía de la región Dorsal mostrando las células positivas a LH en  una hembra knock 
out. Barra x50. 
 
Figura R24: Micrografía de la región Dorsal mostrando las células positivas a LH en  una hembra knock 










(p<0.01) en  las hembras wild  type que en  las 
hembras knock out (figura R25). 
Este  aumento  de  tamaño  afectó  de  forma 







región  dorsal  de  las  hembras  wild  type  fue 
variable  de  unos  animales  a  otros  y  de  una 




la  región  dorsal  presentaban  formas 
irregulares  o  poligonales.  Con  un  núcleo 
ovalado, casi siempre desplazado hacia un lado 
o polo celular. 
Los  citoplasmas  presentaron  una  reacción 
uniforme,  intensa  o  débil,  pero  afectando  a 
toda la superficie del citoplasma por igual. 
 
Figura R27: Micrografía de la región Dorsal mostrando las células positivas a LH en  una hembra wild 
type. Barra x25 
 
Figura R28: Micrografía de la región Dorsal mostrando las células positivas a LH en  una hembra wild 



































































En  las  hembras  knock  out,  las  células  positivas  a  LH  de  la  región  dorsal  también 
presentaron  forma  irregular,  aunque  en  estos  animales  eran  más  ovaladas  que 
poligonales. 
 
Los núcleos eran redondeados o  irregulares y, como en  las hembras wild  type, a veces, 
con nucleolo evidente, aunque fue más frecuente que esta organela no se apreciara. 
 
También  presentaron  diferencias  en  la  intensidad  de  reacción,  pero  mucho  menos 
llamativas que las que se observaban en las hembras wild type. 
 
A  diferencia  de  ellas,  en  estos  animales  fue  frecuente  observar  células  con  espacios 
lacunares  sin  reacción  dentro  del  citoplasma,  lo  que  hizo  que  la  reacción  no  fuera 
homogénea. 
Las  cisternas de  retículo endoplásmico  rugoso o  las  imágenes negativas del aparato de 
Golgi,  pudieron  apreciarse  en  algunas  células,  aunque  estos  hallazgos  fueron  menos 
llamativos y frecuentes que en la región dorsal‐tuberal. 
Figura R29: Micrografía de la región Dorsal mostrando las células positivas a LH (flechas) en  una 
hembra knock out. Barra x25 
 
Figura R30: Micrografía de la región Dorsal mostrando las células positivas a LH (flechas) en  una 










Las células positivas a LH en  la región  lateral de  la hipófisis de  las hembras, wild type o 
knock  out,  se  distribuyen  de  forma  no  homogénea,  dejando  espacios  amplios  de  esta 
región sin que haya células positivas. 
Debido  a  ello,  aunque  el  porcentaje  de 
células  positivas  fue  mayor  en  las 
hembras knock out que en  las wild  type 


















En  estos  animales  se  apreció  la  característica  típica  de  estas  células  de  presentar  dos 
patrones de marcaje, en lo que respecta a su intensidad de reacción inmunocitoquímica,  
células muy reactivas y células poco reactivas. 
Figura R32: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  una hembra wild 
type. Barra x50 
 
Figura R33: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  una hembra wild 

















fueron más  abundantes,  pero  distribuidas  de  forma  no  uniforme  por  la  región  lateral, 
dejaron amplias zonas en las que todas las células fueron negativas. 
 
No  obstante,  la  disposición  de  las  células  positivas  en  estos  animales  presentó  dos 
diferencias fácilmente observables a pequeños aumentos: 
En  primer  lugar,  las  células  positivas  fueron más  abundantes  en  los márgenes  de  la 
región, justo en los bordes laterales de la glándula. 
 
En  segundo  lugar,  las  células  no  aparecieron  tan  aisladas  como  en  los  wild  type,  de 
manera  que  era  frecuente  observar  pequeños  islotes  de  3  a  4  células  positivas 
contactando entre sí. 
Figura R34: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  una hembra 
knock out. Barra x50 
 
Figura R35: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  una hembra 











la  hipófisis  de  las  hembras  wild  type  fueron 
significativamente  (p<0.05)  más  pequeñas  que 
las de las hembras knock out (figura R36). 
Esas diferencias de tamaño en el área celular se 
observaron  también  al  analizar  el  área  nuclear 







las  hembras  wild  type,  así  como  de  sus 
principales características morfológicas. 
 
Células  aisladas,  raramente  dispuestas  en  el 




El  citoplasma  aparece  irregularmente  reactivo, 
en  el  que  se  aprecian  zonas  sin  reacción  que 




Los  núcleos  redondeados  o  poligonales,  poco 
cromáticos  y  sin  nucleolo,  generalmente 
aparecieron desplazados. 
Figura R38: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  una hembra wild 
type. Barra x25 
 
Figura R39: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  una hembra wild 









































































Junto  a  estas  zonas  con  células  positivas,  como  ya  hemos  descrito  anteriormente, 
aparecen zonas en las que no hay células positivas. 
 
En  ambas  imágenes  puede  apreciarse  claramente  que  las  células  positivas  aparecen 
formando pequeños islotes de 2 a 4 células. 




menos reactivas,  la s diferencias fueron menos  llamativas que en  las hembras wild type, 
debido a que las células débilmente reactivas presentaron una reacción más intensa que 
en las wild type. 
El  aspecto  de  la  reacción  siempre  fue  granular  y  la  distribución  de  la  reacción 
inmunocitoquímica  fue  irregular en  casi  todas  las  células.  Ello  se debía  a que era muy 
frecuente  observar  espacios  lacunares  de  retículo  endoplásmico  rugoso  e  imágenes 






Figura R40: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  una hembra 
knock out. Barra x25 
 
Figura R41: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH  en  una hembra 








































La  región de  la hipófisis que  en nuestro 
estudio hemos llamado polar es una zona 
de  transición  entre  la  parte más  ventral 
de la zona lateral y la parte más lateral de 
la zona ventral de la glándula. 
Esta  localización  hace  que  las 
características,  en  lo  que  a  las  células 
positivas  a  LH  se  refiere,  distribución, 
morfología,  número,  tamaño,  etc.  sea 
una  combinación  de  las  características 





figura  R42  y  en  las micrografías  a  bajos 
aumentos  de  las  figuras  R43  a  R46,  el 
porcentaje de células positivas a LH en la 
región  polar  de  la  hipófisis  de  las 






que afectaron  sobre  todo a  la  intensidad de  la  reacción  inmunocitoquímica. Las  figuras 
R43 y R44 pertenecen a dos hembras distintas pero en ambas  la  inmunocitoquímica se 
desarrolló en la misma serie, estando sometidas las preparaciones a la misma alícuota de 
anticuerpo,  con  condiciones  ambientales  y  temporales  de  incubación  y  revelado 
exactamente  idénticas. Sin embargo, puede observarse claramente que en  la figura R43 





Figura R43: Micrografía de la región Polar mostrando las células positivas a LH en  una hembra wild 
type. Barra x50 
 
Figura R44: Micrografía de la región Polar mostrando las células positivas a LH en  una hembra wild 











La observación a bajos aumentos de  la región polar de  la hipófisis en  las hembras knock 
out puso de manifiesto tres grandes diferencias con respecto a las hembras wild type: 
El número de céluals positivas a LH es más elevado. 





Como  describiremos  más  ampliamente  a  mayores  aumentos,  las  células  fueron  más 
irregulares y las células débilmente reactivas mucho más evidentes. 
Figura R45: Micrografía de la región Polar mostrando las células positivas a LH en  una hembra knock 
out. Barra x50 
 
Figura R46: Micrografía de la región Polar mostrando las células positivas a LH en  una hembra knock 









Las  diferencias  observadas  entre  las  hembras 
wild type y las knock out al estudiar morfométri‐





región  polar  de  las  hembras  wild  type,  en  los 
mismos planos de  sección, presentaron aspecto 
fundamentalmente poligonal, pero tamaños muy 







Cuando  las  células  positivas  a  LH  presentaban 




Aunque  en  algunas  ocasiones,  raras,  las  células 
aparecían  agrupadas  muy  próximas  a  un  vaso 
sanguíneo (v, figura R49), lo más frecuente en las 
hembras wild  type  fue que  las  células aparecie‐
ran  aisladas  o  formando  grupos  de  dos  en  dos 
(figura  R50),  aunque  también  contactando  con 
vasos sanguíneos (v). 
Figura R49: Micrografía de la región Polar mostrando las células positivas a LH en una hembra wild 
type. Barra x20 
 
Figura R50: Micrografía de la región Polar mostrando las células positivas a LH en una hembra wild 
type. Barra x20 

















































































intensa  o  débilmente  reactivas,  células  con  prolongaciones  citoplásmicas muy  cortas  y 
débilmente  reactivas,  y  células  bien  reactivas  irregulares  con  prolongaciones 
citoplásmicas grandes que discurren hacia  los vasos sanguíneos  (flecha gruesa en  figura 
R51) y que pueden abrazar a células no reactivas (flecha gruesa en figura R52). 
 











de  reacción,  núcleo  grande  y  polarizado,  imagen  negativa  del  aparato  de  Golgi 
perinuclear y aspecto cisternal del citoplasma (flecha punteada en figura R52). 
Figura R18: Micrografía de la región Polar mostrando las células positivas a LH en una hembra knock 
out. Barra x25 
 
Figura R19: Micrografía de la región Polar mostrando las células positivas a LH en una hembra knock 


















sitivas  a  LH  localizadas  en  la  región  ven‐
tral  lateral  de  la  hipófisis  son  significati‐
vamente más abundantes  (p<0.01) en  las 






glándula  que  en  la  profundidad,  no  obs‐
tante  también hay células en abundancia 
hacia el interior de la glándula. 



































Figura R54: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH en  una 
hembra wild type. Barra x50 
 
Figura R55: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH en  una 


















En primer lugar, las variaciones entre la zona marginal y la zona interna de la 
región no eran tan apreciables, de hecho como se observa principalmente en la 
figura R56, no hubo transición entre la zona marginal y la profunda. 
En segundo lugar, los islotes y agrupaciones de células fueron muy evidentes, en 
ocasiones esos grupos celulares estaban formados por más de diez células positivas 
a LH (figura R57). 
Además, las células presentaron mayor intensidad de reacción y las células 
fuertemente reactivas eran más numerosas. 
Por último destacar que estos animales presentaron más vasos sanguíneos y de 
mayor tamaño que los wild type (figura R56). 
Figura R56: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH en  una 
hembra knock out. Barra x50 
 
Figura R57: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH en  una 










las  hembras  wild  type  fueron  discretamente  más 






área  celular  en  las  hembras  knock  out  fue 
significativamente  mayor  que  la  observada  en  las 
hembras wild type (p<0.01). 
Un  cambio  semejante,  aunque  más  acentuado  se 
apreció  al  estudiar  el  área  nuclear  (figura  R59).  Las 
hembras  knock  out  presentaron  núcleos  mucho 
mayores,  casi  el  doble  que  las  hembras  wild  type 
(p<0.005). 
 
Las  células  positivas  a  LH  en  las  hembras  wild  type 
fueron muy polimorfas, junto a células redondeadas se 
observaron células poligonales o células con grandes y 
largas  expansiones  citoplásmicas  (flecha  en  figura 
R61). Aunque  no  de manera  frecuente,  tampoco  fue 
raro  observar  células  que  abrazaban  a  otras  células 
hipofisarias no reactivas a LH. 
Los  núcleos  fueron  redondeados  u  ovales,  muchas 
veces desplazados hacia un polo de la célula, no siendo 







Figura R60: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH  en  una 
hembra wild type. Barra x25 
 
Figura R61: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH  en  una 







































































El  estudio  a  altos  aumentos  de microscopio  de  las  células  positivas  a  LH  en  la  región 




granular  casi  puntiforme.  Estas  células  presentaron  casi  siempre  un  núcleo 
hipocromático, ovalado y sin nucleolo. A veces de gran tamaño (asterisco en figura R62). 
Las células positivas a LH en esta  región  se encontraban  inmersas dentro de una malla 
vascular que  se  evidenció por  la  aparición de multitud de  vasos  cortados  interpuestos 
entre las células (v en figuras R62 y R63). 
La relación de las células con los vasos se desarrollaba de dos formas distintas, o bien las 
células  contactaban  por  uno  de  sus  laterales  con  el  vaso  o  emitían  prolongaciones 
citoplásmicas gruesas que iban hacia el vaso (flechas discontinuas en figura R62). No era 
raro observar que en ocasiones las células contactaban con más de un vaso sanguíneo. 
Estas prolongaciones  le daban un aspecto poligonal a  las células. En ellas,  la disposición 
del núcleo era hacia el polo avascular. Además, en estas células se observó una  imagen 
negativa  del  aparato  de  Golgi  de  gran  tamaño  dispuesto  en  el  espacio  en  el  que  el 
citoplasma, desde el núcleo, se dirigía hacia el vaso (flechas gruesas en figura R62). 
Tal  y  como  se muestra  en  la  figura  R63,  en  esta  región  también  se  hallaron  células 
positivas a LH  intensamente  reactivas, con una  reacción uniforme que ocupaba  todo el 
citoplasma y que incluso dificultaba la visualización del núcleo. 
Alguna célula, aunque mucho menos frecuentemente que en otras regiones hipofisarias 
de estos animales y que en  la región ventral  lateral de  las hembras wild  type, presentó 
vacuolizaciones citoplásmicas correspondientes al retículo endoplásmico rugoso. 
Figura R62: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH en  una 
hembra knock out. Barra x25 
 
Figura R63: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH en  una 
























la  zona más estrecha de  la porción  ven‐
tral de la glándula. En su recorrido de ros‐
tral a caudal, cuando alcanza el punto de 













esta  región  es menor  que  el  observado 
en  la región ventral  lateral (p<0.05). Esta 










































Figura R65: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH  en  una 
hembra wild type. Barra x50 
 
Figura R66: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH  en  una 






















Como se representa en  la  figura R68, el zona de  la región en  la que el  lóbulo neural es 





Aunque  los  tres patrones de  reacción descritos para  las hembras wild  type  también  se 
observaron en las knock out, las células intensamente reactivas fueron más evidentes en 
éstas últimas. 
Figura R67: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH en  una 
hembra knock out. Barra x50 
 
Figura R68: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH en  una 




































Figura R71: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH  en  una 
hembra wild type. Barra x25 
 
Figura R72: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH  en  una 


























































































Figura R73: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH  en  una 
hembra knock out. Barra x25 
 
Figura R74: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH  en  una 












en  las  hembras  wild  type  fueron  más 
escasas  que  en  otras  regiones  de  la 
hipófisis  (p<0.05  con  respecto  a  las 
regiones  dorsal  tuberal,  lateral,  ventral 
lateral y ventral medial). 
La ausencia de aromatasa en los animales 
knock  out,  provocó  que  la  población  de 
células gonadotropas positivas a LH fuera 
casi el doble que la observada en los wild 





En  las  hembras  wild  type,  éstas  células 
aparecían  aisladas  y  débilmente 
reactivas,  dejando  grandes  espacios  sin 
células positivas a LH (figuras R76 y R77). 
Aunque  eran  algo más  frecuentes  en  la 
zona próxima al  límite de  la caverna hipofisaria y por tanto a  la pars  intermedia, eso no 



































Figura R76: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 
positivas a LH en una wild type. Barra x50 
 
Figura R77: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 
positivas a LH en una wild type. Barra x50 

















En  las  hembras  knock  out,  las  células  positivas  a  LH  de  esta  región  no  sólo  eran más 
numerosas que en  las hembras wild  type,  sino  también mucho más  reactivas. Si en  las 




de  la  tinción  varió  ligeramente  de  unos  animales  a  otros,  como  puede  observarse  al 
comparar a bajos aumentos las células de las figuras R78 y R79. 
 
En  las  hembras  knock  out  las  células  positivas  a  LH  aparecieron  aisladas  o  formando 
pequeños islotes celulares de 3 ó 4 células. 
 
Aunque  en  ocasiones  aparecieron  células  en  contacto  con  la  caverna  hipofisaria  y  por 
tanto próximas a la pars intermedia (PI) la localización preferente de las células positivas 
fue lejos del epitelio limitante de la caverna. 
Figura R78: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 
positivas a LH en una hembra knock out. Barra x50 
 
Figura R79: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 
positivas a LH en una hembra knock out. Barra x50 














LH  y  en  la  intensidad  de  tinción,  observadas  en  la 
región  medial  próxima  a  la  pars  intermedia  entre 










A  grades  aumentos  se  aprecia  claramente  que  las 
células  positivas  a  LH  de  las  hembras wild  type  eran 


































































Figura R82: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 
positivas a LH en una wild type. Barra x20 
 
Figura R83: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 
positivas a LH en una wild type. Barra x25 












En  las hembras  knock out  las  células positivas  a  LH presentaban distintos patrones de 









El  citoplasma aparecía homogéneamente  reactivo.  Las  células poco  reactivas  tenían un 
aspecto granular muy fino que afectaba a todo el citoplasma (figura R84). 





Figura R84: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 
positivas a LH en una knock out. Barra x25 
 
Figura R85: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 
positivas a LH en una knock out. Barra x25 













gran  volumen dentro de  la  glándula por 
lo  que  hemos  optado  por  diferenciar 
entre  la  zona  lateral  y  la medial  de  las 
misma. 
Esta  elección  se  hizo  porque,  de  visu, 
parecían  existir  diferencias  entre  dichas 










Claramente  las  hembras  knock  out 














































Figura R87: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en una 
hembra wild type. Barra x50 
 
Figura R89: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en una 























Figura R89: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en una 
hembra knock out. Barra x50 
 
Figura R90: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en una 








En  la  región  central  medial  de  la  hipófisis  no  se 
apreciaron diferencias  significativas en el área  celular 







Las  células  positivas  a  LH  en  las  hebras  wild  type 
(figuras  R93  y  R94)  presentaron  una  morfología 
variable, unas veces fueron células ovaladas de núcleo 
más  o menos  central,  otras  veces  fueron  irregulares 
con prolongaciones citoplásmicas finas que abrazaban 










Figura R93: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en una 
hembra wild type. Barra x25 
 
Figura R94: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en una 





















































































Por  último,  las  células  aparecieron  agrupadas  formando  claustros  muchas  veces 
incompletos,  pero  a  veces  casi  circulares  de  células  positivas  que  englobaban  en  su 
interior a células no reactivas. 
Figura R95: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en una 
hembra knock out. Barra x25 
 
Figura R96: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en una 











micrografías  R98  a  R101  son  lo 
suficientemente  demostrativas  de  cómo 
las  células  positivas  a  LH  en  la  región 
central  lateral  de  la  hipófisis  fueron 







las  hembras  wild  type  aparecieron 
aisladas  y  diseminadas  por  la  región,  la 
mayoría de ellas  con un  citoplasma muy 



































Figura R98: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en una 
hembra wild type. Barra x50 
 
Figura R99: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en una 






















Figura R100: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en una 
hembra knock out. Barra x50 
 
Figura R101: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en una 















Tal  y  como  se muestra  en  las  gráficas  de  las  figuras 





R104  y  R105)  fueron  ovaladas  o  irregulares,  lo  que 
otros autores han denominado células en copa, ya que 






fino,  con  poca  intensidad  en  la  reacción 
inmunocitoquímica  y,  a  veces,  se  podían  observar 
imágenes cisternales. 
 
Figura R104: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en una 
hembra wild type. Barra x25 
 
Figura R105: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en una 















































































La  céluas  eran  irregulares  y  muy  variables  en  su  forma,  desde  ovaladas  hasta  casi 
estrelladas. 
 
Aparecieron  intensamente  reactivas,  las  células  de  positividad más  débil  eran  casi  tan 
reactivas como las de positividad más alta en las wild type. 
 








Figura R106: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en una 
hembra knock out. Barra x25 
 
Figura R107: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en una 










Al  igual  que  ocurría  en  las  regiones 
centrales,  en  la  región  dorsal 
infracavitaria,  que  sería  la  región  más 
dorsal de  la parte central de  la hipófisis, 








esta  región  en  las  hembras  wild  type 
presentó  grandes  fluctuaciones  de  unos 
animales a otros (figuras R109 y R110). 
 
También  la  intensidad  de  reacción  fue 
variable  entre  los  distintos  animales 
estudiados. 
 




































Figura R109: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en una 
hembra wild type. Barra x50 
 
Figura R110: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en una 
hembra wild type. Barra x50 





















Figura R111: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en una 
hembra knock out. Barra x50 
 
Figura R112: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en una 
hembra knock out. Barra x50 





























en ocasiones  la  reacción apareció afectando a  todo el 




Figura R115: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en una 
hembra wild type. Barra x25 
 
Figura R116: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en una 
hembra wild type. Barra x25 




















































































El  citoplasma    presentaba  aspecto  granular  grueso  muchas  veces  con  imágenes 
cisternales  que  en  ocasiones  aparecían  vacías  y  en  otras  llenas  de  reacción 
inmunocitoquímica (figura R117). 
Figura R117: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en una 
hembra knock out. Barra x25 
 
Figura R118: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en una 
hembra knock out. Barra x25 












La  distribución  de  las  células  gonadotropas  positivas  a  LH  presenta  un  patrón  bien 
definido, aunque menos llamativo que en los ratones hembra. 
De cara a poder efectuar un estudio comparativo de la distribución de las células positivas 






positivas  a  LH  fueron 
significativamente  (p<0.05)  más 
abundantes en los machos knock 









En  la  figura  R120  se  representa  la 
comparación  entre  los  porcentajes 
de células positivas a LH en machos 
y  hembras.  Siendo  evidente  que  el 
porcentaje de células positivas a LH 
fue mayor en  los machos wild  type 
que  en  las  hembras  wild  type 
(p<0.05).  Sin  embargo,  no  se 
apreciaron diferencias de género en 







































ratones  de  22  meses  de  edad  es  que  hay  menos  células  y,  aparentemente,  menos 




dorsales  y  ventrales  son  evidentes 
en todos los grupos estudiados. 
El  aumento  de  positividad  aparece 
principalmente  en  la  intersección 





ginalmente  en  la  proximidad  de  la 











Figuras R121 y R122. Micrografías 
que muestran las características 
generales que se observan en los 
cortes frontales de la hipófisis de 
ratones machos de 22 meses de 
edad que se describen en el 
texto.  
 
+/+: wilde type (R5). 
-/-: knock out (R6). 
 
PD: Pars Distalis, PI: Pars 





































Figuras R123. Gráfica que muestra las diferencias observadas en las áreas celular, nuclear y 
citoplásmica de células positivas a LH en el total de la hipófisis de los animales machos 
estudiados.  
 
























aparecen bien definidas,  aunque  con  variaciones en  la  intensidad de  reacción de unos 
animales a otros (figuras R125 y R126). 
 
Prácticamente  se  extiende  hasta  los  límites  de  la  pars  intermedia  y,  en  ocasiones,  la 
colonizan en su parte próxima a la pars tuberal. 
 
Figura R125: Micrografía de la región dorsal tuberal mostrando las células positivas a LH en  un 
macho wild type. Barra x50 
 
Figura R126: Micrografía de la región dorsal tuberal mostrando las células positivas a LH en  un 
macho wild type. Barra x50 


















La  principal  diferencia  entre  los machos  knock  out  y  los wild  type  observable  a  bajos 













Dado que  la pars  intermedia es claramente diferente al resto de  la adenohipófisis, estas 
células nunca fueron incluidas en los cálculos de porcentaje de esta región hipofisaria. 
Figura R127: Micrografía de la región dorsal tuberal mostrando las células positivas a LH en  un 
macho knock out. Barra x50 
 
Figura R128: Micrografía de la región dorsal tuberal mostrando las células positivas a LH en  un 
macho  knock out. Barra x50 











el  tamaño de  las  células positivas  a  LH de esta 
región,  esta  variabilidad  dentro  de  un  mismo 
animal  o  de  unos  animales  a  otros  puede 
apreciarse en las figuras R131 y R132. 
Lo  mismo  ocurrió  en  los  animales  knock  out 
(figuras R133 y R134). 
El  resultado  de  esta  variabilidad  fue  que  no  se 





animales  knock  out  que  en  lo wild  type  (figura 
R130). 
Comparativamente  las  áreas  celulares  en  los 
machos,  wild  type  o  knock  out,  fueron 
significativamente  mayores  (p<0.005  para  los 
animales  wild  type,  p<0.01  para  los  animales 
knock out) que las observadas en  las hembras. 
 





Prácticamente  la  única  característica  común  y 
destacable  es  que  su  citoplasma  presentó  un 
aspecto reticular debido a las dilataciones de las 
cisternas del retículo endoplásmico rugoso. 
Figura R131: Micrografía de la región dorsal tuberal mostrando las células positivas a LH en  un 
macho wild type. Barra x25 
 
Figura R132: Micrografía de la región dorsal tuberal mostrando las células positivas a LH en  un 
macho wild type. Barra x25 





















































































células  positivas  a  LH  en  general  fue  intensa;  sin  embargo  algunas  células,  poco 
numerosas, presentaron un citoplasma casi velado con baja intensidad de reacción. 
 







Otro  dato  interesante  fue  prácticamente  todas  las  células  presentaron  un  núcleo 
redondeado y polarizado. 
Figura R133: Micrografía de la región dorsal tuberal mostrando las células positivas a LH en  un 
macho knock out. Barra x25 
 
Figura R134: Micrografía de la región dorsal tuberal mostrando las células positivas a LH en  un 












Las  células  positivas  a  LH  de  la  región 






Al  comparar  hembras  con  machos,  se 
constató  que  en  esta  región  las  células 
fueron  mucho  más  numerosas  en 








En  los machos wild type,  las células positivas a LH de  la región dorsal de  la hipófisis, se 





Figura R136 Micrografía de la región dorsal mostrando las células positivas a LH en  una macho wild 
type. Barra x50 
 
Figura R137: Micrografía de la región dorsal mostrando las células positivas a LH en  una macho wild 


















Como muestran  las micrografías de  las  figuras R138 y R139,  las características descritas 
para las células positivas a LH d ela región dorsal de los machos wild type en lo que a su 
distribución y disposición en  la región dorsal de  la hipófisis son también válidas para  los 
machos  knock  out:  Aisladas,  rara  vez  formando  grupos  pequeños  y  de  predominio 
superficial más  que profundo. 
 
Como  veremos mejor  a  aumentos  altos  de microscopio,  las  células  aparecieron mejor 
definidas por presentar una reacción inmunocitoquímica más intensa. 
Figura R138: Micrografía de la región dorsal mostrando las células positivas a LH en  una macho knock 
out. Barra x50 
 
Figura R139: Micrografía de la región dorsal mostrando las células positivas a LH en  una macho knock 








Las células positivas a LH de  la  región dorsal de  la 




Estas  diferencias  morfométricas  fueron  aún  más 
llamativas  al  analizar  el  área  nuclear  que  fue 








tenían  formas  irregulares  debido  a  presentar 








Figura R142 Micrografía de la región dorsal mostrando las células positivas a LH en  una macho wild 
type. Barra x25 
 
Figura R143: Micrografía de la región dorsal mostrando las células positivas a LH en  una macho wild 


























Figura R144 Micrografía de la región dorsal mostrando las células positivas a LH en  una macho knock 
out. Barra x25 
 
Figura R145: Micrografía de la región dorsal mostrando las células positivas a LH en  una macho knock 















la  región  lateral  de  la  hipófisis  de  los 
machos knock out  fue significativamente 




Estas  células  en  los  machos  wild  type 
presentaron  una  reacción  intermedia  y 
aparecieron aisladas y diseminadas por la 
región,  localizándose  principalmente  en 
la  parte  más  marginal  de  la  misma 
(figuras R147 y R148). 
 
Hacia  la  profundidad  de  esta  región  las 




Figura R147: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  un macho wild 
type. Barra x50 
 
Figura R148: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  un macho wild 





















En el otro  (figura R150)  las  células aparecieron más dispersas pero ocuparon  las  zonas 
superficial y profunda de la región. 
Figura R149: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  un macho knock 
out. Barra x50 
 
Figura R150: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  un macho knock 








Las células positivas a LH en  la región  lateral  fueron 








En  los  machos  wild  type,  a  aumentos  altos  de 
microscopio) se apreció que las células positivas a LH 
presentaron  un  aspecto  variable  en  su  forma, 
apareciendo  células  poligonales  y  células  con 
prolongaciones citoplásmicas alargadas (figuras R153 
y R154). 
Los  núcleos  eran  excéntrico,  muchas  veces  con 
nucleolo. 
 
Los  citoplasmas  presentaban  una  reacción  granular 
fina y una tinción no demasiado  fuerte. No  fue raro 
observar  la  imagen  negativa  del  aparato  de  Golgi 
como un anillo perinuclear y dilataciones cisternales. 
Figura R153: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  un macho wild 
type. Barra x25 
 
Figura R154: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  un macho wild 


















Los  núcleos,  generalmente  excéntricos,  eran  ovales  y  sólo  en  ocasiones  aisladas 
presentaron nucleolo. 
 





Figura R155: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  un macho knock 
out. Barra x25 
 
Figura R156: Micrografía de la región lateral mostrando las células positivas a LH en  un macho knock 











A  diferencia  de  lo  que  ocurría  en  las  hembras,  la 
región  polar  de  la  hipófisis  no  presentó  diferencias 
significativas en el porcentaje de  células positivas  a 
LH  entre  los machos wild  type  y  los machos  knock 
out (figura R157). 
Aunque  los  machos  wild  type  presentaron  un 









Los  polos  hipofisarios  de  los machos wild  type  presentan  un  patrón  característico  de 







Figura R158: Micrografía de la región polar mostrando las células positivas a LH en  un macho wild 
type. Barra x50 
 
Figura R159: Micrografía de la región polar mostrando las células positivas a LH en  un macho wild 


























profunda. Cuando éste era el patrón de distribución,  las  células  aparecieron  aisladas  y 
separadas entre sí por células no reactivas (figura R161). 
Figura R160: Micrografía de la región polar mostrando las células positivas a LH en  un macho knock 
out. Barra x50 
 
Figura R161: Micrografía de la región polar mostrando las células positivas a LH en  un macho knock 








Las células positivas a LH en  la  región polar de  la 




Los  núcleos  de  estas  células  no  presentaron 
variaciones  significativas  entre  los  dos  grupos  de 
animales machos (figura R163). 
 
Comparativamente,  los  machos  wild  type 
presentaron  células  de  menor  tamaño  que  las 
hembras  wild  type  (p<0.05);  mientras  que  los 








el  caso  de  las  células  débilmente  teñidas  y  con 
imágenes  cisternales  en  las  células  intensamente 
teñidas. 
 


































































Figura R164: Micrografía de la región polar mostrando las células positivas a LH en  un macho wild 
type. Barra x25 
 
Figura R165: Micrografía de la región polar mostrando las células positivas a LH en  un macho wild 


























Figura R166: Micrografía de la región polar mostrando las células positivas a LH en  un macho knock 
out. Barra x25 
 
Figura R167: Micrografía de la región polar mostrando las células positivas a LH en  un macho knock 












los  machos  wild  type  presentó  muchas 
menos  células  positivas  a  LH  que  la 
misma  región  en  las  hembras wild  type 
(p<0.01). 
 
Como  muestra  la  figura  R168,  en  los 
machos  knock  out,  el  porcentaje  de 




células  positivas  a  LH  fue menor  en  los 





wild  type  (figuras  R169  y  R170)  se 
dispusieron asiladas  formando como dos 
bandas  de  células  paralelas  al  borde 
ventral de la hipófisis.  
 




































Figura R169: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH en  un 
macho wild type. Barra x50 
 
Figura R170: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH en  un 



















Unos animales  (figura R171) no presentaban  las bandas celulares  típicas de  los machos 
wild  type,  sino  grandes  islotes  formados  por  muchas  células  con  mayor  o  menor 














Figura R171: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH en  un 
machoknock out. Barra x50 
 
Figura R172: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH en  un 



























































































Figura R175: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH en  un 
macho wild type. Barra x25 
 
Figura R176: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH en  un 

















Fue  frecuente  observar  dos  o  tres  dilataciones  cisternales  de  retículo  endoplásmico 
rugoso dispuestas por debajo de la membrana celular. 
 






No  abundaban  las  células  con  prolongaciones  citoplásmicas  y  las  que  había  tenía 
prolongaciones pequeñas poco destacables. 
 
Figura R177: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH en un macho 
knock out. Barra x25 
 
Figura R178: Micrografía de la región ventral lateral mostrando las células positivas a LH en un macho 

















tral  medial  de  las  hembras  wild  type 
(p<0.05). 
 
Estas  diferencias  no  se  observaron  al 
comparar los animales knock out. 
 








































Figura R180: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH en  un 
macho wild type. Barra x50 
 
Figura R181: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH en  un 
























En  unos  animales  habían  pocas  células,  quedando  amplios  espacios  desprovistos  de 
células  positivas  (figura  R182),  mientras  que  en  otros  esta  zona  presentaba  muchas 
células positivas dispersas y aisladas (figura R183). 
Figura R182: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH en  un 
macho knock out. Barra x50 
 
Figura R183: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH en  un 











traron  diferencias  significativas  en  el  tamaño  de 
las células o de sus núcleos (figuras R184 y R185). 
 
Tampoco  aparecieron  diferencias  significativas  al 
comparar el  tamaño de  las células de esta  región 




La  variabilidad  que  describimos  antes  de  unos 










































































Figura R186: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH en  un 
macho wild type. Barra x25 
 
Figura R187: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH en  un 
























Algunas  células presentaron prolongaciones  citoplásmicas hacia  los  vasos  sanguíneos o 
bien eran células en copa englobando a otra célula no reactiva. 
Figura R188: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH en  un 
macho knock out. Barra x25 
 
Figura R189: Micrografía de la región ventral medial mostrando las células positivas a LH en  un 

















Las  células  positivas  a  LH  de  esta  región  en  los 









Aunque  se  podía  apreciar  células  en  el  límite  vecino  a  la  pars  intermedia,  nunca  se 
apreció que invadieran esta parte de la hipófisis. 
 
Figura R191: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 
positivas a LH en  un macho wild type. Barra x50 
 
Figura R192: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 


























Figura R193: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 
positivas a LH en  un macho knock out. Barra x50 
 
Figura R194: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 










en  esta  región  puso  de manifiesto  que  ni  el  área 
celular  ni  el  área  nuclear  presentaban  variaciones 
significativas de tamaño de los machos wild type con 






En  los  machos  wild  type  estas  células  eran 
poligonales,  con  núcleos  redondeados  y  muchas 
veces excéntricos. 
 




Figura R197: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 
positivas a LH en  un macho wild type. Barra x25 
 
Figura R198: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 



























Figura R199: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 
positivas a LH en  un macho knock out. Barra x25 
 
Figura R200: Micrografía de la región medial próxima a la pars intermedia mostrando las células 























En  los machos  wild  type,  las  células  se 
disponían dispersas y aisladas por toda la 
región. En ocasiones formaban pequeños 
grupos  de  2  ó  3  células  (figuras  R202  y 
R203). 
 
No  obstante,  grandes  porciones  de  esta 
región  estaban  desprovistas  de  células 
positivas a LH (figura R203). 
Figura R202: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en un 
macho wild type. Barra x50 
 
Figura R203: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en un 

























































Figura R204: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en un 
macho knock out. Barra x50 
 
Figura R205: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en un 


































Figura R208: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en un 
macho wild type. Barra x25 
 
Figura R209: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en un 












LAs  figuras R210  y R211 muestran  a  altos  aumentos de microscopio  las  características 





















Figura R210: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en un 
macho knock out. Barra x25 
 
Figura R211: Micrografía de la región central medial mostrando las células positivas a LH en un 













El porcentaje de  células positivas  a  LH  en  la  región 







intensidad  de  reacción  media  y  se  distribuían 
aisladas y dispersas por toda la región (figuras R213 y 
R214). 
Figura R213: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en un macho 
wild type. Barra x50 
 
Figura R214: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en un macho 


















En  los machos  knock  out  las  células  también  se  dispersaban  por  toda  la  región,  pero 
presentaban mayor intensidad de reacción que en los wild type y era frecuente observar 
claustros  abiertos  englobando  célulsa  no  reactivas  (figura  R215)  o  en  torno  a  un  vaso 
sanguíneo (figura R216). 
Figura R215: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en un macho 
knock out. Barra x50 
 
Figura R216: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en un macho 











fue  excesivamente  llamativa,  dada  la  gran 
homogeneidad en el tamaño de las células positivas 
a  LH  de  los  dos  grupos  de machos  estudiados,  las 













ocurría  por  otras  regiones  hipofisarias,  que    eran 
células  poligonales  o  irregulares,  con  un  núcleo 
claro  y  excéntrico  y  su  citoplasma  aparecía 
generalmente poco reactivo.  Sin embargo lo que las 
hacía  diferentes  era  que  el  citoplasma  sólo 
presentaba reacción en pequeñas zonas de manera 
que gran parte del citoplasma no era reactivo. 






Figura R219: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en un macho 
wild type. Barra x25 
 
Figura R220: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en un macho 



























Figura R221: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en un macho 
knock out. Barra x25 
 
Figura R222: Micrografía de la región central lateral mostrando las células positivas a LH en un macho 










En  la  región  dorsal  infracavitaria  de  la 
hipófisis,  las  células  positivas  a  LH  en  lo 








En  los  machos  wild  type  las  células 
formaban  un  cordón  discontinuo  en  el 
estrato  limitante,  justo por debajo de  la 
caverna hipofisaria (figuras R224 y R225). 
 
En  ocasiones,  algunas  de  estas  células 
hacían  protrusión  hacia  la  luz  de  la 
caverna (figura R224) 
 
Subyacente  a él, en profundidad dirigiéndose hacia  la  región  central medial,  aparecían 
células dispersas y aisladas (figura R225. 
Figura R224: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en un 
macho wild type. Barra x50 
 
Figura R225: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en un 


















































En  ocasiones,  el  cordón  adyacente  a  la  caverna  hipofisaria  no  existía  y  las  células 









Figura R226: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en un 
macho knock out. Barra x50 
 
Figura R227: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en un 










claramente  como  el  tamaño  de  las  células 
positivas a LH de  la región dorsal  infracavitaria de 
la  hipófisis  en  los  machos  knock  out  fue 







Las  células  de  los machos wild  type  fueron  poco 
reactivas (figuras R230 y R231). 
 
Su  morfología  era  ovalada,  con  un  núcleo 





Figura R230: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en un 
macho wild type. Barra x25 
 
Figura R231: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en un 





















































































Figura R232: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en un 
macho knock out. Barra x25 
 
Figura R19: Micrografía de la región dorsal infracavitaria mostrando las células positivas a LH en un 























Comentarios sobre la Metodología empleada. 
Gran parte de  los objetivos de esta Tesis Doctoral estaban dirigidos a comprobar si el  la 
actuación  de  la  aromatasa  P450  influía  de  manera  importante  sobre  las  células 
gonadotropas productoras de LH. 
En este estudio hemos utilizado dos tipos de técnicas: inmunocitoquímicas para valorar la 








Para  nuestro  estudios  hemos  utilizado  el  método  de  la  Estrepto‐Avidina  Biotina 
Peroxidasa  (Stav‐Pox),  considerada  una  técnica  sándwich  porque  necesita  de  tres 
complejos de reacción para su realización. 
La  Stav‐Pox  es  una  variante  del  método  de  la  peroxidasa‐antiperoxidasa  (PAP),  más 
moderna y específica. Emplea un primer antisuero (procedente de ratón o conejo) contra 
el antígeno que se desea estudiar, semejante a la PAP pero normalmente de 5 a 10 veces 
más  diluido;  un  segundo  antisuero  (obtenido  generalmente  de  cabra  o  cerdo)  anti‐
inmunoglobulina (fracción Fc) del primario y que lleva incorporado a su brazo largo varias 








en  nuestro  laboratorio,  el  paraformaldehído  al  4%  en  tampón  fosfato,  como 
demuestran gran número de publicaciones sobre el estudio  inmunohistoquímico de  la 
hipófisis, algunas de las cuales se recogen en este trabajo. Así comprobamos que, aún 
cuando  la  cantidad  de  hormona  o  péptido  era  pequeña,  dicha  solución  se  revelaba 
como  un  excelente  fijador  para  el  estudio  inmunocitoquímico  de  las  hormonas 




Al  sustituir  el  suero  anti‐LH  por  tampón  de  ensayo  y  por  suero  normal  de  conejo, 
obtuvimos como resultado la abolición total del producto de reacción. 
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Realizamos controles de dilución  tanto para obtener  la  concentración más adecuada 
del primer antisuero como para eliminar tinciones de fondo y otras reacciones; después 
de  un  meticuloso  test  de  dilución  comprobamos  que  la  dilución  óptima  del  suero 
específico fue de 1:1200 para el anti‐LH. 
También hemos realizado preabsorción del suero primario con LH (Sigma®) a razón de 
10nM/100  l  de  suero  diluido,  y  en  todos  los  casos  obtuvimos  la  abolición  de  la 
reacción. 






hemos hecho en nuestro  laboratorio con  la aromatasa P450 y  la nNOS (Carretero y col., 
1999a, b; 2003). 
Morfometría y Planimetría. 
La  segunda  técnica empleada en este apartado,  la aplicación de métodos  cuantitativos 
morfométricos y estereológicos, intenta resolver el problema de la valoración morfológica 
subjetiva de  la actividad celular. Estos métodos han evolucionado a  lo  largo de  los años; 
en  sus  inicios, hace más de  treinta años,  se empleaban métodos manuales, pero en  la 





proporcional  a  la  fracción  de  volumen  de  ese  componente  dentro  del  cuerpo  sólido 
original (Delesse, 1847; Sorby, 1856). 
Estos autores  llegaron a esta conclusión por un proceso  intuitivo, pero  los esfuerzos de 




un  modelo  de  esfera  concéntrica  (toscamente  similar  a  una  célula)  y  consiguieron 
formulaciones bastante claras de esta relación. 
Otros autores  también han dejado claro que  las ecuaciones usadas en estereología son 
mera  manifestación  de  un  área  mucho  más  amplia  de  las  matemáticas,  que  se  ha 
denominado  geometría  multidimensional  (Miles,  1972)  o  simplemente  probabilidad 
geométrica (Little, 1974). 
La estereología, término acuñado por  la Sociedad  Internacional de Estereología  (ISA) en 
1961, está basada en  la probabilidad geométrica y permite  la evaluación de estructuras 
tridimensionales  por  extrapolación  de  mediciones  realizadas  en  secciones 





Los  métodos  estereológicos  son  aquéllos  que  se  usan  para  derivar  información 





ellos, destacamos  los de Loud y col.  (1965), Weibel y col.  (1966), Weibel  (1969), Elias y 
col., (1971), Weibel y Bolender (1973) y Elias y Hide (1980). 
Los parámetros abiertos a estudio por los métodos estereológicos incluyen: volúmenes y 





En  estereología  estricta,  los  valores  para  un  componente  dado  son  expresados  como 
densidades que relacionan su volumen, superficie o número, con  la unidad de volumen 
de  una  superficie  de  referencia  dada.  En morfometría  simple,  los  valores  se  expresan 
como  la  media  aritmética  de  una  población  de  valores  que  resulta  de  tratar 
estadísticamente  las  áreas  o  números  referidos  a  áreas  o  a  poblaciones  totales  de  un 
parámetro concreto. Los  efectos  de  tratamientos  experimentales  sobre  la  estructura  celular  y  el  curso  a  lo 
largo  del  tiempo  de  distintos  eventos morfológicos,  pueden  ser  constatados  de  forma 
precisa por medio del volumen, superficie o número de células o de sus organelas. Con 
ello  se  evitan  en  gran  medida  los  aspectos  subjetivos  y  se  pueden  obtener  datos 
cuantitativos fiables y comparables. Por ello, los métodos estereológicos y morfométricos 
representan  un  avance  importante  en  la  microanatomía  y  en  la  investigación  básica 
morfológica en neuroendocrinología. 
En  nuestro  laboratorio,  han  sido  empleados  en  numerosas  ocasiones  técnicas  y 
métodos  estereológicos  o  morfométricos  para  el  estudio  de  la  hipófisis  con  gran 
eficacia y precisión, determinando el área celular y el área nuclear de forma semejante 
a como se ha realizado en este trabajo. 
Es  obvio  que,  para  determinar  la  fracción  celular  en  un  tejido  (porcentaje  de  células 
inmunopositivas,  en nuestro  caso) es muy  importante  considerar el método  empleado 
para  su cuantificación. Los métodos histológicos  suelen manejar muchas menos  células 
que la citometría de flujo. 
La  cuantificación  normal  a  través  de microscopio  es  un método  seguro  si  analiza  un 
número suficiente de células, aunque tiene el inconveniente de consumir mucho tiempo, 
tanto más  cuanto mayor  sea  la  población  celular  considerada  (Barnard  y  col.,  1987; 
Sheperd y col., 1988; Karamitopoulou y col., 1993). El mayor problema radica en dilucidar 
cuántas  células  es  necesario  contar.  Distintos  estudios  tratan  de  valorar  esta 








Como  comprobaremos al  comentar  los  efectos de  los distintos grupos de  estudio,  el 








literatura  a  la  aromatasa  con  la  regulación  de  la  hormona  LH  y,  por  tanto,  de  las 
células hipofisarias que la producen. 




Este  mecanismo  origina  cambios  rápidos  y  transitorios  en  la  concentración  local  de 




de GnRH y LH  inducido por estradiol es normal en  los  ratones hembras knock out para 
aromatasa,  lo  que  sugiere  que,  en  ellos,  la  producción  local  de  estrógenos  no  juega 
ningún papel en el feedback positivo sobre las neuronas GnRH ( Szymanski y col., 2012).  
En  los ratones ArKO hembras el eje hipotálamo‐hipofisario‐gonadal está alterado debido 
a  la  deprivación  de  estrógenos.  Estos  animales  presentan  concentraciones  de 
gonadotropinas  más  elevadas  que  los  ratones  wild  type  (wt),  probablemente  como 
resultado de esta  ausencia de retrorregulación negativa, ya que cuando se les administra 


















mediada  por  los  dos  receptores  (ER1  o  alfa  y  ER2  o  beta),  cuya  presencia  ha  sido 
demostrada en  las células de  la granulosa de  ratón, primates y humanos  (Drummond y 
col., 1999; Saunders y col., 2000). 
Como ya  se ha  señalado, en el ovario,  la aromatasa está  localizada en  las células de  la 
granulosa. La testosterona y  la androstendiona son producidos por  las células de  la teca 
en respuesta a  la LH y se transportan a  la granulosa, donde ocurre  la aromatización. Los 
estrógenos  estimulan  la  proliferación  de  las  células  de  la  granulosa  y  facilitan  la 
diferenciación de estas células  inducida por  la FSH y LH  (Richards  , 1980; Robker y col., 
1998). Los ratones Arko hembra son  infértiles debido a  la alteración de  la folículogénesis y a  la 





a  un  ambiente  hormonal  alterado  fruto  de  la  ausencia  de  aromatasa  que  impide  la 











wild  type,  y  esta  diferencia  se mantiene  en  todas  las  edades  (Fisher  y  col.,  1998).  En 
primates y perros,    la  supresión de  la aromatización  también origina un aumento de  la 
concentración de LH (Trunet y col., 1993). 
En  la especie humana,  los estudios realizados en varones con mutaciones que  inactivan 
los genes de la aromatasa muestran un aumento de las concentraciones séricas de FSH y 
LH (Carani y col., 1997). 





Los  hallazgos  que  acabamos  de  detallar  ponen  de  manifiesto  que  el  modelo 
experimental empleado en nuestro estudio es un modelo aceptado y validado para el 




P450.  Lo que  le da una gran  importancia en  la  investigación  traslacional y otorga el 
carácter de originalidad que debe aportar todo trabajo de Tesis Doctoral. 
En  las  ratas macho  la  situación  parece  ser  diferente,  ya  que  la  administración  de  un 
inhibidor de la aromatasa no esteroideo durante un corto periodo de tiempo produce un 
aumento  de  la  FSH  pero  no  altera  las  concentraciones  plasmáticas  de  LH.  Además,  el 






para  receptores  de  estrógenos  (ER1KO  y  ER2KO).  Los  ratones mostraron  una  ausencia 
completa de  apareamiento  y  comportamiento  territorial  a pesar de que  los niveles de 






Sin  embargo,  tienen  la  desventaja  de  que  inhiben  de manera  global  la  actividad  de  la 
aromatasa, por lo que poseen efectos no deseados en aquellos lugares donde se requiere 
la  presencia  de  estrógenos  para  mantener  la  función  normal  (mineralización  de  los 
huesos, función cognitiva, etc). 
El  anastrozol  (Arimidex,  Astra  Zeneca)  es  un  inhibidor  de  la  aromatasa  de  cuarta 
generación, no esteroideo,  potente y altamente selectivo, que se ha desarrollado para el 
tratamiento del cáncer de mama en mujeres postmenopausicas (Plourde y col., 1994). Es 
capaz  de  inhibir  la  síntesis  de  estrógenos  sin  afectar  a  ninguna  de  las  otras  enzimas 
implicadas y no posee actividad hormonal intrinseca (Dukes y col., 1996). 





Comentarios sobre los resultados obtenidos. 
Ausencia de la aromatasa P450 y génesis de adenomas hipofisarios. 
En general,  los adenomas pituitarios  constituyen el 15% de  los  tumores  intracraneales. 




Según Asa y Ezzat  (1998) y Kovacs y col.  (2001) y teniendo en cuenta  las características 
morfológicas  y  secretoras  de  la  adenohipófisis,  se  diferencian  los  siguientes  tipos  de 




adenomas  que  no  presentan  exceso  de  secreción  de  ninguna  hormona,  ni  signos 
endocrinológicos) y los menos frecuentes, los adenomas que secretan bien TSH, bien go‐
nadotropinas o bien aquellos que secretan más de una hormona. Sin embargo, hemos de 
decir  que  los  adenomas  pituitarios  pueden  ser muy  heterogéneos  y  con  dificultad  de 
tipaje en muchos casos (Kovacs y col., 2001).  
En la clasificación de los adenomas antes expuesta, también se ha de tener en cuenta, la 
llamada  secreción  paradójica  (Cantalamessa  y  col.,  1976;  De Marinis  y  col,  1990).  La 
secreción  paradójica  es  aquella  que  se  produce  cuando  una  célula  adenohipofisaria 
determinada  responde  a  una  hormona  hipotalámica  que  no  es  la  específica  de  dicha 
célula;  ello  es  debido  a  que  la  adenohipófisis  contiene,  además,  algunas  células 
multifuncionales  de  secreción  no  ortodoxa  y  que  elaboran  dos  hormonas 
adenohipofisarias  (células  polihormonales)  y  que  responden  a  varios  hormonas 
hipotalámicas  liberadoras (células de múltiple respuesta) y este tipo celular puede estar 




los  adenomas,  constituyen  entre  el  10  Y  el  15%  de  todos  los  tumores  intracraneales 
(Ishibashi  y  Yamaji,  1985;  Sarkar,  2006).  Los  prolactinomas  son  los  adenomas  más 




Los  adenomas  pituitarios  productores  de  gran  cantidad  de  Prolactina  se  denominan 
prolactinomas  y  son  de  los  más  numerosos.  Son  los  más  frecuentes  de  la  hipófisis 
(Ishibashi y Yamaji, 1985). Uno de  cada 2800 hombres y una de  cada 1050 mujeres  se 
considera que poseen prolactinomas. Entre ellos tenemos los adenomas y los carcinomas 
secretores de Prolactina. Se admite también que algunos pacientes con acromegalía, son 
portadores  de  adenomas  mixtos,  al  segregar  hormona  del  crecimiento  y  prolactina 
(Sarkar, 2006). 
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Como  hemos  dicho  antes,  los  adenomas  son  tumores  benignos  y  los  carcinomas 
presentan malignidad. La iniciación, desarrollo y progresión de los adenomas y su posible 
paso  a  carcinomas hipofisarios, no es del  todo  conocida  (Donangelo  y Melmed, 2008); 
Una alteración del ciclo celular,  la angiogénesis  (Melmed, 2003; Levy y Lightman, 2003; 





diámetro  es mayor  de  1cm  hablamos  de macroadenoma  y,  en  caso  contrario,  como 
microadenoma, no importando los datos endocrinos que presenten, según  Bevan (2008). 
La macroadenomas se diagnostican bien mediante técnicas de  imagen, mientras que  los 
microadenomas  es  más  complicado,  necesitando  medios  adecuados  para  obtener 
imágenes de gran resolución; sin embargo, mediante técnicas bioquímicas el diagnóstico 
es fácil y sencillo. 
El  patrón  de  crecimiento  de  estos  tumores  puede  ser,  expansivo,  dando  lugar  a  un 
crecimiento de  la masa tumoral que, a su vez, provoca un aumento de presión sobre el 
tejido  normal  de  la  hipófisis  y  sobre  la  silla  turca;  también  puede  ser  un  crecimiento 
invasivo, rápido, alcanzando no solo el tejido normal de la glándula sino también la dura 
madre  y  estructuras  parasellares,  como  el  seno  esfenoidal  y  seno  cavernoso  e  incluso 




que  la vascularización es menor en  los tumores hipofisarios en relación con  las hipófisis 








La  iniciación,  desarrollo  y  progresión  de  los  adenomas  y  su  posible  paso  a  carcinomas 
hipofisarios, no es muy conocida (Donangelo y Melmed, 2008).  





un  10  y  un  86%  (Sarkar  y  col.,  1983).  En  nuestro  laboratorio  hemos  encontrado  un 
porcentaje  alto  de  adenomas  espontáneos  en  ratas  viejas,  siendo  la  mayoria 
prolactinomas (Carretero, 2002).  
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Los  E2  han  sido  muy  estudiados  como  causa  de  inducción  de  tumores  hipofisarios 
productores de prolactina (Sadoul y col., 1992). En ratas de ambos sexos, elevados niveles 
de E2 en  suero y durante  largos periodos de  tiempo, causan hiperplasia y/o adenomas 
(DeNicola y col., 1978. Wicklund y col., 1981).  
En  humanos  transexuales,  que  recibieron  fuertes  dosis  de  estrógenos,  aparecieron 
prolactinomas (Gooren y col., 1988) Y existen evidencias claras de un crecimiento, tanto 
de micro como de de macroprolactinomas, durante  la  terapia con estrógenos  (Garcia y 
Kapcala, 1995).  
Mujeres que tomaron contraceptivos orales mostraron niveles altos de PRL (Carol y col., 
1988)  Y  aquellas que  tomaron estrógenos para el  tratamiento de  irregularidades en  la 
menstruación,  la  incidencia  de  prolactinomas  fue  de  7  a  8  veces más  alta  (Shy  y  col., 
1983).  Estos  datos  sugieren  que  algunas  mujeres  son  más  sensibles  a  los  efectos 
lactogénicos  de  los  estrógenos  exógenos  y  pueden  tener más  riesgo  del  desarrollo  de 
prolactinomas (Luciano y col., 1985) lo que sugiere una base génica predeterminan te.  





col.,  2006).  Es  cierto  que  la  vascularización  es menor  en  los  tumores  hipofisarios  en 
relación con las hipófisis normales, cosa que no ocurre en otros tipos de tumores, como el 
de próstata, mama, estómago, donde hay un incremento de la angiogénesis; sin embargo, 
la  vascularización  en  los  adenomas  que  segregan  PRL  es más manifiesta  que  en  otros 
tumores hipofisarios, como los adenomas que producen las hormona GH o FSH (Turner y 
col., 2003).  
Un  posible  paso  de  adenomas  a  carcinomas  no  es  descartado  en  su  globalidad.  Si 
hablamos  de  la  génesis  de  los  carcinomas  pituitarios  se  consideró  que  los  medios 
terapéuticos  empleados  para  extirpar  los  adenomas  hipofisarios,  tales  como  la 
hipofisectomia  transfrontal  o  transesfenoidal  o  la  radioterapia,  era  la  causa  de  dichos 
tumores;  sin  embargo,  no  hay  ninguna  evidencia  que  demuestre  este  punta  de  vista 
(Kaltsas  y Grossman,  1998;  Ragel  y  Couldwell,  2004;  Taylor  y  col.,  1994;  Brada  y  col., 
1992).  Una presentación de  los  carcinomas  sin ningún antecedente previo no puede excluirse 
(Nose‐Alberti  y  col.,  1998;  Roncaroli  y  col.  2003);  la  transformación  de  los 
macroadenomas  en  carcinomas  necesita  un  largo  tiempo  de  evolución  (Wilson,  1982; 
Mountcastle y col. 1989; Pernicone y col., 1997; Kaltsas y Grossman, 1998; LLoyd y col. 





Las  alteraciones  genéticas  están  involucradas  en  la  génesis  y  progresión  de  los 
prolactinomas, incluyendo la pérdida de genes supresores de tumores, la sobreexpresión 
de  oncogenes  y  la  expresión  anormal  de  proteínas  y  moléculas  intrínsecas,  que 
mantienen la estabilidad de los cromosomas.  
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En  el  trabajo  que  presentamos  hemos  realizado,  con  el  objeto  de  poder  añadir 
algún dato nuevo en el conocimiento de la génesis de los adenomas hipofisarios, la 
relevancia  que  puede  tener  la  aromatasa  en  la  génesis  de  los  adenomas 
hipofisarios espontáneos que se desarrollan en el envejecimiento. 









aromatasa,  ya  sean  machos  o  hembras,  no  desarrollan  adenomas  hipofisarios 
espontáneos, al menos a  las edades de aparición en  los animales wil type,  lo que 





Distintos grupos de  investigadores han  tratado de definir  la distribución  intrahipofisaria 
de  las células gonadotropas, describiendo áreas  con una mayor densidad de  células de 
esta estirpe, cuya localización varía en función de la especie estudiada. 
Phifer  y  col.  (1973)  comprobaron,  en  el  hombre,  una  mayor  densidad  de  células 
gonadotropas  en  la  porción  posteromedial  de  la  hipófisis  adyacente  al  lóbulo  neural. 
Holmes  (1963)  en  hurones  y  Anthony  y  Gustafson  (1984)  en murciélagos,  localizaron 
acúmulos de estas células en torno al tallo infundibular. 
En la rata adulta, la zona sexual, un área rica en células gonadotropas, ha sido descrita en 





implican que haya células gonadotropas por el  resto de  la glándula, no obstante por  la 








grupo  de  laboratorios  a  finales  de  los  años  treinta  (Friedgood,  1937;  Harris,  1937; 
Haterius, 1937; Hissey, 1937), años más  tarde Green  y Harris  (1947) postularon que el 
hipotálamo  regulaba  la  función adenohipofisaria por medio de  la  liberación humoral, a 
través de los vasos porta. 
Al plantear la posibilidad de un diferente aflujo de factores estimuladores hipotalámicos a 
los  distintos  territorios  hipofisarios,  es  necesario  considerar  que,  desde  la  eminencia 
media  y  el  tallo  infundibular,  los  vasos  porta  largos  se  dirigen  hacia  la  pars  distalis 
abordándola por su polo anterior, y los vasos porta cortos desde las porciones posteriores 






















sistema portal  intraadenohipofisario descrito por MURAKAMI  y  col.  (1985), que es por 
completo independiente del clásico sistema portal neuro‐adenohipofisario.  
Los  estudios  de  Baker  y  colaboradores  (1975)  y  de  Carbajo  y  colaboradores  (1987a) 
demostraron que en  los  sectores anterior  y dorsal de  la pars distalis de  la  rata adulta, 
independientemente del  sexo y antisuero utilizado, el número de células gonadotropas 
por unidad de superficie es mayor que en el resto de la glándula. 




inmunoteñidas  en  el  borden  ventral  de  la  pars  distalis  cuya  presencia  era  menos 











positivas  a  LH  en  ratones,  especie  poco  estudiada  en  lo  que  se  refiere  a  la 
localización  celular  en  la  hipófisis  de  una manera  especial,  no  siendo  que  una 
consideración global de la glándula pudiera conducirnos a errores conceptuales de 
partida. Por  ello,  en  animales  wild  type  machos  y  hembras  realizamos  un  estudio  de 
localización de las células gonadotropas que nos llevó a diferenciar distintas zonas 




Estra  precaución  inicial,  como  han  demostrado  los  resultados  obtenidos  ha  sido 
esencial ya que las características morfológicas y morfométricas, y los porcentajes 
de células posititvas a LH han sido diferentes de unas a otras. 
La  siguiente  tabla  resume  como  positivos  los  cambios  estadísticamente 
significativos  entre wild  type  y  knock  out  para  cada  una  de  las  regiones  en  la 
valoración cuantitativa realizada en nuestro trabajo. 
 
    DT  D  L  P  VL  VM MPI  CM  CL  DICAV
AREA  ‐  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  + MACHOS 
%  ‐  ‐  +  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  + 
AREA  +  +  +  ‐  +  ‐  +  ‐  ‐  ‐ HEMBRAS 
%  ‐  ‐  ‐  +  +  ‐  ‐  +  +  ‐ 
 
Este  resumen  pone  de manifiesto  que  fueron  las  porciones más  laterales  de  la 
hipófisis  las más afectadas por  la ausencia de estrógenos derivada de  la ausencia 
de la aromatasa. 
Además,  con  pequeñas  variaciones,  se  puede  observar  que  los  cambios  fueron 
semejantes en machos y hembras. 






Partiendo  de  que  se  ha  demostrado  que  la  capacidad  de  liberar  LH  es  unas  20  veces 
mayor  en  las  células  gonadotropas  grandes  que  en  las  pequeñas,  como  demostraron 
Denef y col  (1978) y que, en general  los aumentos de volumen o de área de  las células 
hipofisarias son  indicativos de mayor actividad y  liberación hormonal (Poole y col. 1980; 
Carretero 1984). 
El aumento del  tamaño de  las  células positivas a  LH que presentan  los animales 
knock  out  estudiados  en  nuestro  trabajo  nos  permite  concluir  que  la  ausencia 
crónica de estrógenos conduce a un estimulo mantenido de las células hipofisarias 




el  análisis  de  variaciones  cíclicas  en  hembras  se  ve  influido  por  las  importantes 
variaciones que experimenta la hipófisis gonadotropa, en función de la edad, sexo 
y  estado  endocrino  del  animal  (Watanabe  y  col.  1985  y Watanabe  1986  b),  el 
modelo experimental empleado en nuestro estudio es  crucial para determinar el 
papel real de  los estrógenos en machos y hembras en  la regulación de LH ya que 











Ello  dió  lugar  a  la  aparición  de múltiples  terminologías,  hasta  que  en  la  Reunión  del 
Comité  Internacional  para  Nomenclatura  de  la  Adenohipófisis  (Van  Oordt,  1965)  se 




Los  primeros  trabajos  en  relación  con  las  células  gonadotropas  datan  del  año  1905  y 
fueron hechos por Fichera quien observó  los cambios acaecidos en  la hipófisis de  ratas 
tras la castración y su total normalización al inyectar extractos gonadales. 
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EL  empleo  y  desarrollo  de  diferentes  técnicas  histoquímicas,  parcialmente  difíciles  de 
esatndarizar, condujo a discusiones y controversias relativas a cómo identficar las célusla 
gonadotropas (Guyer y Claus, 1937; Severinghaus, 1937; Smelser, 1944; McManus, 1946; 








Nakane  (1970)  , mediante  el  uso  de  técnicas  inmunocitoquímicas,  dio  un  vuelco  a  la 
identificación de  las células hipofisarias y comprobó que  las células que contienen LH y 
FSH  están  distribuidas  de  forma  idéntica  por  toda  la  hipófisis  anterior,  incluyendo  las 
áreas  adyacentes  al  lóbulo  intermedio.  En  general,  admite  que  las  células  periféricas 
contienen ambas hormonas mientras que  las del  centro  tienden a  contener  solamente 
una de ellas.  Tougard  y col.  (1971)  demostraron,  con  técnicas  inmunocitoquímicas  a  microscopía 
óptica, que  las  células gonadotropas  reaccionan  con  los antisueros anti  LH ovina y que 
esas mismas células, con métodos histoquímicos, como el azul alcián PAS, toman el color 
violeta.  
Baker y col.  (1972) y Tougard y col.  (1973),  teniendo en cuenta su  forma y  localización 
dividen  a  las  células  gonadotropas  LH en dos poblaciones: Células    grandes, que están 
localizadas  preferentemente  en  la  parte  lateral  y  anterior  de  la  pars  distalis.    Células 
pequeñas,  distribuidas  por  toda  la  pars  distalis,  pero  más  numerosas  en  la  parte 
posterior.  Phifer  y  col.  (1973),  mediante  la  combinación  de  técnicas  de  inmunocitoquímicas, 




Más  tarde,  Herbert  (1976,  1978)  confirmó  en  primates  que  ambas  hormonas  están 
contenidas en  la misma célula;  las células eran de  forma ovoidea o esférica, con núcleo 
excéntrico, no encontrando variaciones en cuanto al sexo, y distribuidas uniformemente 
por toda la pars distalis  de forma aislada o, más raramente, formando grupos. 
Por  el  contrario,  Girod  y  col.  (1980,  1981),  en  otras  familias  de monos,  demuestran, 
utilizando las mismas técnicas, que el 85% de las células gonadotropas reaccionan para LH 
y FSH, mientras que el 10% lo hace sólo para LH y el 5% sólo para FSH.  
En el ratón, Baker y Gross (1978) demostraron que la mayoría de las células gonadotropas 
tienen  forma poliédrica y que algunas  tienden a ser ovoideas y son más grandes. Están 
distribuidas por  toda  la  glándula  acumulándose en  la  zona  sexual. Las más  grandes  se 
sitúan preferentemente en  la zona periférica y contienen más vacuolas citoplásmicas en 





las  células  positivas  a  LH  y  confirman  que  su  forma  más  frecuente  es  la  de 
poligonal o  redondeada; No obstante, el estudio detallado de  todas  las  regiones 
analizadas  en  nuestro  estudio  ponen  en  duda  la  existencia  de  una  zona  sexual 
dorsal y anterior y que las células de mayor tamaño sean sóloperiféricas. 
En  nuestro  estudio  queda  manifiestamente  demostrada  la  asociación  de  la 
polaridad nuclear, la existencia de una imagen negativa del aparato de Golgi, la de 
vacuolizaciones  cisternales  del  retículo  endoplásmico  rugoso  y  la  apariencia 
granular gruesa de la reacción inm,uncoitoquímica en el citoplasma celular, junto a 
los aumentos en  las áreas celular y nuclear, como signos evidentes a microscopía 






Que  los estrógenos son el elemento de  feed back  inhibidor en  la hembra es  fácilmente 
comprensible  y  está  suficientemente  demostrado,  como  ha  quedado  patente  en  el 
capítulo de introducción de este trabajo. 
Sin embargo, que los estróegnos jueguen un papel semejante en los machos, como 
sugieren  los  resultados obtenidos en este estudio, precisa de una  reflexión y una 
explicación más detallada. 
Los efectos de  la  testosterona  sobre  la  secreción de  las hormonas gonadotropas es en 
principio  inhibidor. Se ha descrito que  in vivo  la testosterona  inhibe  la secreción de FSH 
(Winters y col., 1979). Sin embargo, en ausencia de la regulación hipotalámica, los efectos 
sobre  la hipófisis parecen ser opuestos, así  la testosterona parece estimular  la secreción 
de FSH (Bhasin y col., 1987) estimulando  la producción de  la subunidad  y de su mRNA 
(Wierman y Wang, 1990). 
La  regulación  androgénica  de  LH  se  desarrolla  fundamentalmente  en  el  hipotálamo. 
Actuando directamente sobre receptores androgénicos,  la testosterona  inhibe  la síntesis 
de la subunidad  de la LH en las células gonadotropas de la hipófisis. Indirectamente, a 
través  del  hipotálamo  (Finkelstein  y  col.,  1991),  inhibe  la  secreción  de  LH.  El  efecto 
inhibidor  de  la  testosterona  sobre  LH  no  precisa  de  su  reducción  a  andrógeno  no 
aromatizable por actuación de la 5 reductasa (Gormley, 1992). 
Las  neuronas  del  núcleo  arcuato  del  hipotálamo  de  los machos  presentan  receptores 
androgénicos y receptores estrogénicos  que parecen mediar la inhibición que ejerce la 
testosterona sobre  las neuronas productoras de kisspeptina que, a su vez,  intervendrían 
en  los efectos  inhibidores de  la  testosterona  sobre  la  secreción de GnRH  (Smith y  col., 
2005; Dungan y col., 2006). 
La frecuencia en la pulsatilidad de la liberación de GnRH es importante de cara a que un 





Para  analizar  los  efectos  que  se  derivan  de  la  ausencia  de  estrógenos  en  los  animales 
knock  out  para  la  aromatasa  P450  es  sumamente  interesante  detenernos  a  describir 
brevemente el mecanismo de retrorregulación de los estrógenos sobre la secreción de LH 
(Kaiser, 2011), las vías no clásica y clásica de regulación estrogénica. 
Los estrógenos actuando  sobre  receptor estrogénico   inhiben en el núcleo arcuato  la 
liberación pulsátil de GnRH e inhiben la acción estimuladora sobre GnRH de la kisspeptina 
(Smith  Y  col.,  2005;  Bianco  y  col.,  2009;  Roseweir  y Millar,  2009).  Esto  bloquearía  el 
aumento  de  calcio  intracelular  y  la  movilización  del  calcio  dentro  de  la  célula  que 
acontece como resultado de la activación del receptor de GnRH. La consecuencia final es 
que el estimulo liberador del GnRH sobre la secreción de LH y FSH quedaría bloqueada. A 
ello se suma que de forma directa  los estrógenos  inhiben en  las células gonadotropas  la 
secreción de LH y FSH. 
Esto  no  ocurre  en  la  regulación  del  pico  preovulatorio  de  LH.  En  la  fracción  ventral 
anterior del núcleo paraventricular, los estrógenos, a través de receptores estrogénicos  
estimulan  la kisspeptina que a  su vez estimula  la pulsatilidad de GnRH,  favoreciendo  la 
liberación de LH (Kaiser, 2011). 
La  presencia  de  aromatasa  P450  en  la  hipófisis  de  roedores  y  humana  has  sido 
demostrada  desde  nuestro  laboratorio,  siendo  nuestros  estudios  los  primeros  a  nivel 
mundial  que  evidenciaron  este  hecho  biológico  (Carretero  y  col.,  1999).  Muy 
recientemente hemos comprobado que el bloqueo de  la actuación del enzima provoca 
cambios paracrinos importantes en la hipófisis de la rata (García‐Barrado y col., 2014). 
Dado  que  la  aroamatasa  se  produce  localmente  en  la  hipófisis  y  que  es  más 
abundante  en  machos  que  en  hembras  (Carretero  y  col.,  1999)  y  que  los 
andrógenos aromatizables  son  capaces de  inhibir  LH bloqueando  su  reducción a 
andrógenos  no  aromatizables  (Gormley,  1992),  es  perfectamente  factible 
hipotetizar que su  transformación a estradiol a nivel  local es un hecho  fisiológico 
implicado en  la  inhibición de  LH que desaparece  cuando en nuestro estudio esta 
metabolización ha desaparecido por la ausencia total del enzima.  
Puesto  que  hemos  podido  comprobar  un  aumento  evidente  de  actividad  en  las 
células  positivas  a  LH  de  los machos  knock  out  para  la  aromatasa,  la  hipótesis 
planteada  anteriormente  se  ve  corroborada  y  sugiere  que  gran  parte del  efecto 







las  pacientes  postmenopáusicas,  ya  que  en  ellas  la  síntesis  de  estrógenos  es 
fundamentalmente  extragonadal.  






estrógenos  en  el  hipotálamo  daría  lugar  a  una  mayor  secreción  de  FSH  con  el 
consiguiente aumento del  reclutamiento  folicular e  incluso  la  formación de quistes. De 
hecho,  es  posible  inducir    la  ovulación  con  inhibidores  de  la  aromatasa  de  una  forma 
incluso más eficaz que con citrato de clomifeno (Mitwally 2001, Fisher 2002).   
Los inhibidores de la aromatasa se utilizaron en el pasado como tratamiento para algunos 
casos  seleccionados  de  mujeres  con  cáncer  de  mama  premenopáusico  y  amenorrea 
inducida  por  la  quimioterapia.  En  la mayoría  de  las mujeres mayores  de  40  años  esta 
amenorrea postquimioterapia es permanente. Sin embargo, una minoría de ellas (0‐11 %) 
recuperan  la  función  ovárica  durante  el  tratamiento  e  incluso  pueden  quedar 
embarazadas.  Los estudios que examinaron  los niveles de estrógenos en  las mujeres premenopáusicas 
con cáncer de mama tratadas con inhibidores de la aromatasa (Santen 1980, Harris 1982, 
Wander  1986)  mostraron  concentraciones  elevadas  de  FSH  y  LH,  lo  que  indica  una 
inhibición de la síntesis ovárica de estrógenos parcialmente compensada. Los inhibidores 
de  la aromatasa de  tercera generación a dosis supraterapéuticas  tampoco consiguieron 





























1.‐  El  trabajo  que  se  presenta  es  el  primer  estudio  que  constata  que  la  ausencia  de 
aromatasa  en  roedores  de  edad  avanzada  impide  o  al  menos  enlentece,  de  forma 







los  estrógenos  juegan  un  importante  papel  en  el  mantenimiento  de  la  población 
gonadotropa hipofisaria no sólo en las hembras sino también en los machos. Este hallazgo 





de  las  células  positivas  a  LH,  afectando  también  a machos  y  a  hembras,  si  bien  las 
diferencias  en  estos  parámetros  fueron mayores  en machos  que  en  hembras,  lo  que 
confirma  aún más  el  importante  papel  regulador  de  los  estrógenos  sobre  las  células 
gonadotropas en los machos. 
4.‐ Dado que no se hallaron modificaciones en el tamaño global de la hipófisis a pesar del 
aumento de  tamaño y del número de  las células gonadotropas, no  se puede hablar de 
hiperplasia hipofisaria  inducida por  la ausencia de  la aromatasa P450. Sin embargo,  los 
resultados  obtenidos  sugieren  la  existencia  de  una  hiperplasia  de  la  hipófisis 
reproductora. 
5.‐  Los  cambios  observados  no  afectan  por  igual  a  toda  la  glándula.  Claramente  en 
machos  y  hembras  se  observó  que  los  cambios  afectaban  de  forma  principal  a  las 
regiones más  laterales de  la hipófisis  ya  fueran dorsales,  ventrales o  centrales.  Lo que 




aumentando  el  tamaño  de  las  células; mientras  que  en  las  hembras,  la  región  dorsal 
responde aumentando el  tamaño celular, y  las regiones polar y central medial  lo hacen 
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